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Seguramente ésta es una de las partes más difíciles de cualquier tesis porque tienes 
que agradecer a todo el mundo el apoyo recibido y puedes cometer el error de 
olvidar a gente importante. Voy a intentar dividir a la gente entre lo profesional y 
lo personal. 
 
Las dos personas más importantes para el desarrollo de esta tesis tanto a nivel 
profesional como personal han sido mis directores de tesis, el Dr. Tresguerres 
(Jesús) y la Dra. Vara (Elena), muchas gracias por darme la oportunidad de hacer 
este trabajo bajo vuestra supervisión. Ahora sé que he aprendido de los mejores. 
Me ha encantado trabajar con vosotros. Jesús siempre intentando buscar 
financiación, corrigiendo todos los artículos en un tiempo record y siempre con 
alegría. Y Elena, que te voy a decir que no sepas, siempre que he tenido una crisis 
personal has parado de trabajar, me has escuchado, me has comprendido y me has 
ayudado a tomar la decisión correcta en cada momento. Por supuesto en cuanto a 
lo profesional me habéis enseñado a que las cosas no son como queremos que sean, 
son como son, y somos nosotros los que tenemos que intentar entenderlo y darlo 
un significado. De verdad, gracias. 
 
No me puedo olvidar de otra persona muy importante en el desarrollo de esta tesis, 
el Dr. Kireev (mi ruso). ¡No sé que habría hecho sin ti! Desde el primer día que 
llegué me recibiste con una sonrisa, me enseñaste desde lo más básico hasta lo más 
complicado y siempre con ganas de contestar a mis primeras preguntas que 
consumían a cualquier persona. Hemos pasado tantas cosas juntos que siento que 
me quedo sin palabras. No olvidemos esas noches de Julio en las que nos 
quedábamos en la uni haciendo isquemias hasta las 12 de la noche, o cuando nos 
hemos ido de congresos, si no hablabas en ruso, se te antojaba ir a dar un paseo 
cuando más llovía… ¡Si es que eres un cuadro! (creo que es una de las frases que 
más te he dicho en este tiempo). Hay infinidad de cosas que hemos vivido juntos y 
quiero que sepas (aunque ya lo sabes) que aquí tienes una amiga.  
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Otra de las personas imprescindibles para la realización de este trabajo ha sido la 
Dra. García (Cruz). No conozco a nadie en el mundo que tenga más paciencia. 
Desde el primer día me ayudaste con las extracciones del RNA de páncreas, 
haciendo miles de pruebas, cambiando todas las condiciones… siempre pudiendo 
preguntarte cualquier duda (desde dónde estaban guardadas las cosas hasta cómo 
hacer un cálculo). De verdad muchas gracias por todo.  
 
Lisa, gracias por las risas, por tu manera de ser, siempre dispuesta a ayudarme. 
Contagias de alegría a cualquier persona que tienes alrededor y creo que nos 
hemos compenetrado muy bien, nunca hemos coincidido de bajón, cuando me 
tocaba a mi (en los momentos más duros) siempre me has escuchado y me has 
hecho comprender que no era para tanto, ha sido un gran placer compartir contigo 
todo este tiempo. Gracias por todo.  
 
Por otra parte también tengo que dar las gracias a mis compañeros de despacho. 
Rocío y Dani. Cuando entré a trabajar aquí, es cuando más estuve con vosotros 
porque no me iba a bioquímica al laboratorio y ahí se forjó nuestra amistad. No 
creo que sólo seamos compañeros de despacho, por lo menos yo no lo siento así. Me 
ayudasteis muchísimo cuando empecé a trabajar aquí y por eso os quiero dar las 
gracias.  
 
Al Dr. Paredes (Sergio), nuestra nueva incorporación al grupo, aunque no nos 
conocemos desde hace mucho gracias por las anecdotas, por los consejos y por 
intentar ayudarme en todo lo posible. Espero seguir conociéndote más.  
 
Todas las personas del pasillo de fisio, tanto a los de un fondo (Dra. Cachofeiro y 
Dr. Valero) como a las del otro fondo (Dra. López-Calderón, Dra. Villanúa y Dra. 
Martín) y a todos los becarios. Por supuesto sin olvidarme de las del centro (Dra. 
Vaticón y Dra. Ariznavarreta).  
 
No me quiero olvidar de nadie, por lo tanto, también quiero dar las gracias a todas 
las personas del pasillo de Bioquímica. Lo malo que tiene pertenecer a dos 
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departamentos diferentes es que no acabas de conocer a todo el mundo, pero 
gracias porque siempre que nos hemos cruzado por el pasillo me habéis saludado 
con vuestra mejor sonrisa.  
 
Por supuesto no quiero dejar fuera al Dr.Viña, gracias por acogerme en tu 
departamento y hacerme sentir como en casa desde el primer día. A la Dra. Borrás 
y al Dr. Gambini por incluirme en las reuniones desde el principio y hacerme 
sentir participe del grupo en todo momento, además de preguntarme siempre por 
la tesis y por como iban los experimentos. Y a los becarios, parece que en tres 
meses no da tiempo para mucho pero realmente he conocido a gente maravillosa y 
creo que seguiremos en contacto sin duda. Mi grupito de café, que iba creciendo 
diariamente… sé que en Valencia he aprendido un montón de cosas y todo os lo 
debo a vosotros. Muchas gracias. ¡La experiencia no hubiera sido igual sin 
vosotros! 
 
A Fernando, Concha, Blanca y Juanjo gracias porque siempre que he tenido que 
pediros algo me habéis ayudado con vuestra mejor sonrisa. 
 
Y por supuesto, no me puedo olvidar de nuestras “secres” Susana y Silvia. 
Cuando más falta me ha hecho me habéis ayudado sin pensarlo, dándome la 
oportunidad de conocer vuestro trabajo y de vivir unas experiencias inolvidables 
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En el terreno personal, quiero empezar mis agradecimientos con mis dos pilares 
fundamentales, mis padres.  
 
Desde pequeña me habéis enseñado que la clave para el éxito es la constancia y el 
afán de superación. Por eso hoy he acabado esta etapa de mi vida. Gracias por 
apoyarme en todo momento, desde siempre. Todavía me acuerdo de ese primer 
cuatrimestre de mi primero de Biología en el que yo decía que me quería volver a 
casa que yo no sabía estudiar… y no me dejasteis volver, me dijisteis no me podía 
rendir en cuanto algo no salía como yo quería, en ese momento no lo entendí. Ha 
llovido mucho desde entonces, pero ahora todavía hay días en los que me planteo si 
merece la pena y me acuerdo de lo que me dijisteis. Con esto quiero decir que el 
sufrimiento pasado para terminar primero la carrera y ahora esta tesis doctoral no 
hubiera sido posible sin vosotros.  
Sois los mejores padres que se puede tener, además de ser mis padres sé que sois 
mis amigos, con los que puedo contar para cualquier cosa porque sé que siempre 
vais a estar ahí dándome sabios consejos sobre como afrontar los problemas que me 
van surgiendo. Sólo vosotros sabéis todo lo que significáis para mí y aunque me 
gustaría resumir en unas líneas lo que me hacéis sentir no se puede. Por eso esta 
tesis esta dedicada a vosotros. Mª Rosa Sancho Pilar por ser mi mejor y más leal 
amiga y Carlos Cuesta Sanz porque, a parte de que se me cae la baba contigo, eres 
la persona que mejor me ha enseñado que a base de trabajo y esfuerzo todo es 
posible. ¡OS QUIERO! 
 
¡Abuela! Sé que no sabes lo que estoy haciendo exactamente pero me da igual. 
Aunque grites y tengas ese carácter que sabemos que tienes TE QUEREMOS y te 
queremos tal y cómo eres. ¡Y yo te quiero más! Aunque haya habido momentos en 
los que no te lo he demostrado espero que lo tengas claro. Y a ti, abuelo, no hay un 
solo día en el que no me acuerde de ti. Lo único que me consuela es que sé que todo 
el tiempo que pude estar contigo lo estuve. Me hubiera gustado conocerte más 
porque aunque pasamos tiempo juntos yo era pequeña. Te fuiste demasiado pronto 
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y de manera inesperada pero lo que sé y recuerdo sin ninguna duda es que fui la 
niña de tus ojos. Tengo muchos recuerdos y espero no olvidarlos nunca.  
 
A mis abuelos paternos, Ángel e Isabel, habéis sido un ejemplo de matrimonio 
ejemplar y muy querido. Cualquier persona que habla de vosotros recuerda veros 
dando un paseo agarraditos del brazo. Además habéis demostrado siempre que sois 
luchadores hasta en los momentos más difíciles (de hecho habéis criado a cuatro 
hijos, habéis llevado un negocio y aún teníais tiempo de estar con los nietos). Os 
quiero dar las gracias porque aunque ya de últimas no sabéis bien quien somos, sé 
que me habéis querido como a cualquiera de mis primos, siempre me habéis 
preguntado cómo me iba y siempre os ha importado que tal estaba. Gracias. Sois 
un ejemplo a seguir.   
 
Mario, que decir sobre ti, has estado conmigo desde que éramos unos críos  
dándome tu alegría y tu apoyo sin esperar nada a cambio. Gracias por estar 
siempre, de día y de noche, cuando me hace falta un abrazo, unas palabras de 
ánimo o simplemente una mirada (cuando estamos rodeados de gente). Cuando he 
pensado que las circunstancias me superaban siempre me has tendido tu mano 
para ayudarme a salir del hoyo. Tengo que darte las gracias por todos estos años, 
porque eres otro de los pilares fundamentales en mi vida, porque me sostienes y no 
me dejas caer nunca. Sé que ha habido veces que he dejado a un lado mi vida 
personal por mi vida profesional y tengo que darte las gracias porque nunca me lo 
has echado en cara, no siempre ha sido fácil pero nunca has dejado de luchar por 
esta relación. Además de mi novio eres mi mejor amigo. GRACIAS, TE QUIERO.  
 
Pal, mi amiga incondicional, creo que nuestra relación es tan especial por lo 
diferentes que somos, me has enseñado muchas cosas y creo que una de las mejores 
cosas que me ha dado la carrera ha sido a ti. Eres muy importante para mí y la 
vida en Madrid se me hace más llevadera porque sé que estas tú.  
 
No me quiero olvidar de mis amig@s de siempre, por los buenos momentos que 
hemos pasado junt@s, porque aunque haya estado desaparecida durante meses 
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ADN: ácido desoxiribonucleico   
AGE: productos finales de 
glicosilación avanzada  
AGL: ácidos grasos libres  
AGPI: ácidos grasos poliinsaturados  
AKT/PKB: Protein Kinase B  
AMPc: AMP cíclico  
Apaf: factor-proteasa activador de la 
apoptosis 1 
AR: aldosa reductasa 
ATP: Adenosin trifosfato 
Bad: Bcl-2-associated death 
promoter 
Bak: Bcl-2 homologous 
antagonist/killer 
Bax:  Bcl-2–associated X protein 
Bcl-2:  B-cell lymphoma 2 
Bcl-Xs: anti-apoptotic Bcl-2 family 
member 
cADN: ADN copia 
CAT: catalasa  
COX: ciclo-oxigenasa  
CREB:  
CRP: Proteína C reactiva 
CTE: Cadena de transporte de 
electrones  
DG: diglicéridos  
DM: Diabetes Mellitus 
EGF: Factor de crecimiento 
epidérmico 
ESM: error estándar de la media 
FADD: dominio de muerte celular 
de Fas  
FoxO: Forkhead box factors 
GB: granzima B  
GH: growth hormone 
GHRH: de inglés Growth hormone-
releasing hormone 
GM-CSF: Factor estimulante de 
colonias granulocítico/monocíticas  
GPx: glutatión peroxidasa  
GR: glutatión reductasa  
GSH: Glutatión  
GST: glutatión S-transferasas 
H2O2: Peróxido de hidrógeno  




HO2•: Radical perhidroxilo 
IAP: inhibidor de apoptosis 
IFNAR: Receptores de membrana 
de interferón 
IGF-I: factor de crecimiento similar 
a insulina 
IkBs: I-kappa-B 
IKK: IkB kinasas  
IL: Interleuquina 
IL-1R: recetor de IL1 
INF: Interferón  
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JAK: Janus kinasa 
JNK: kinasa del dominio n-terminal 
de c-Jun 
LPO: Hidroperóxidos de Lipidos  
LPS: Lipopolisacárido 
MAPK: mitogen activated protein 
kinase  
MCP1: monocyte chemotactic 
protein-1 
MDA: malondialdehído 
mRNA: RNA mensajero 
MT: receptor de membrana de 
melatonina  
NADPH: Nicotinamida Adenina 
Dinucleótido Fosfato 
NAT: N-acetil-transferasa 
NFkB: Factor de transcripción 
kappa B 
NK: natural killer 
NLS: Nuclear Localization Signal 
NO2: Dióxido de nitrógeno 
NOS: óxido nítrico sintasa  
O2: Oxígeno molecular  
ONOO-: anión peroxinitrito  
PCNA: antígeno nuclear de células 
en proliferación 
PDGF: platelet-derived growth 
factor 
Pdx-1: pancreatic and duodenal 
homeobox 1 




PI3K: fosfoinositol quinasa 3 
PI3-quinasa/AKT  
PKC: proteina kinasa C 
PLC: fosfolipasa C 
RAK: kinasa asociada a receptor  
RANK: activador del receptor del 
ligando del factor nuclear kB  
RER: retículo endoplasmático  
RHD: Rel Homology Domain 
RIA: radio inmuno ensayo  
RL: radicales libres  
RO•:  Radicales alcoxilo  
ROO•: radicales peroxilo 
RT-PCR: Reacción de la Cadena de 
Polimerasa en Transcripción 
Reversa 
SAM: senescence-accelerated mouse  
SAMP: senescence-accelerated 




Sei 1: SERTA 1 domain containing 1 
SIRS: síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica  
SIRT: Sirtuina 
SOD: superóxido dismutasa  
SS: somatostatina 
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STAT: signal traduction with 
activation of transcription 
TGF: Factor de crecimiento 
transformante. 
TLR: Toll-like receptors  
TNF: Factor de necrosis tumoral  
TNFR: receptor de TNF 
TRAF: factor asociado a TNF 
TRAIL: ligando asociado a la 
activación de la apoptosis similar al  
TRH: hormona liberadora de 
tirotropina  
TX: Tromboxano 
VLDL: lipoproteínas de baja 
densidad
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1.1. Concepto de envejecimiento 
Debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminución de la tasa 
de fecundidad, la proporción de personas mayores de 60 años está 
aumentando más rápidamente que cualquier otro grupo de edad en casi 
todos los países. El envejecimiento de la población puede considerarse un 
éxito de las políticas de salud pública y el desarrollo socioeconómico, pero 
también constituye un reto para la sociedad, que debe adaptarse a ello 
para mejorar al máximo la salud y la capacidad funcional de las personas 
mayores, así como su participación social y su seguridad. La esperanza de 
vida en países como Japón y Francia era superior a 80 años ya en 2005, y 
también está aumentando en los países en desarrollo: un niño que nazca 
hoy en Chile, Costa Rica, Jamaica, el Líbano, Sri Lanka o Tailandia puede 
tener una vida de más de 70 años. Sigue habiendo grandes desigualdades, 
como demuestran las diferencias con respecto a la esperanza de vida al 
nacer. Por ejemplo, mientras que en Japón, el país con mayor esperanza de 
vida, es de 82,2 años, en varios países africanos la cifra puede llegar a ser 
de 40 años menos. También hay importantes desigualdades dentro de un 
mismo país. Por ejemplo, en los Estados Unidos de América los grupos 
socioeconómicos más favorecidos tienen una esperanza de vida hasta 20 
años mayor que los menos favorecidos.  
No es fácil definir el concepto de envejecimiento, existen numerosas 
definiciones pero no existe una aceptada universalmente. En general, el 
envejecimiento podría definirse como “el conjunto de procesos post-
madurativos los cuales inducen una serie de cambios en las células y 
tejidos que progresivamente disminuyen la capacidad de 
mantenimiento de la homeostasis y aumentan la vulnerabilidad del 
A    
   Tesis Doctoral 3 
organismo, incrementando el riesgo de enfermedad y muerte” (Harman 
D, 2001; Troen BR, 2003).   
Es importante distinguir el envejecimiento como proceso, del proceso de 
envejecimiento. El envejecimiento como proceso (“envejecimiento normal”) 
representa los cambios biológicos universales que se producen con la edad 
y que no están afectados por la influencia de enfermedades o del entorno. 
Por el contrario, el proceso de envejecimiento está muy influenciado por los 
efectos de los estados del entorno, del estilo de vida y de las 
enfermedades, que, a su vez, están relacionados con el envejecimiento. 
Así, la menopausia forma parte del envejecimiento como proceso mientras 
que, por ejemplo, la diabetes mellitus tipo 2 constituye un ejemplo de 




1.2 . Características del envejecimiento 
 
El envejecimiento tiene una serie de características que lo definen:  
 
 Paulatino y progresivo: tiene lugar a lo largo de la vida, especialmente 
en la etapa post-madurativa o post-reproductiva.  
 
 Irreversible: A diferencia de las enfermedades, no puede detenerse ni 
revertirse, aunque puede ralentizarse mediante determinadas 
intervenciones.  
 
 Universal: Propio de todos los seres vivos.  
 
 Heterogéneo e individual: Cada especie tiene una velocidad 
característica de envejecimiento, pero la velocidad de declinación 
______________________________________________________________________ 
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funcional varía enormemente de sujeto a sujeto, y de órgano a órgano 
dentro de la misma persona. 
 
 Deletéreo: Lleva a una progresiva pérdida de función.  
 
 Intrínseco: No debido a factores ambientales modificables.  
 
Aunque bien es cierto que en los últimos 2000 años se ha observado un 
aumento progresivo en la expectativa de vida de la población, la máxima 
esperanza de vida del ser humano se manifiesta alrededor de los 118 años. 
A medida que se ha logrado prevenir y tratar mejor las enfermedades, y se 
han mejorado los factores ambientales, se observa que una mayoría de la 
población logra vivir hasta edades muy avanzadas con buena salud, y 




1.3 Alteraciones y consecuencias del envejecimiento 
 
El envejecimiento está asociado con una serie de alteraciones comunes que 
se dan en todos los seres vivos. Prácticamente todas las funciones 
fisiológicas pierden eficiencia, en general se puede afirmar que se da una 
pérdida de la capacidad de homeostasis (adaptación a los estímulos 
ambientales) de los individuos que puede traducirse tanto en respuestas 
exageradas como disminuidas o retardadas ante diversos estímulos. Estos 
hechos determinan que los ancianos sean más sensibles y frágiles ante 
traumatismos, infecciones, intervenciones quirúrgicas…  
Observamos también una disminución progresiva de la capacidad 
fisiológica. Como ejemplo se puede destacar el descenso de la capacidad 
vital, la filtración renal y la capacidad cardiaca máxima, alteraciones en los 
órganos de los sentidos (especialmente en la visión y audición), deterioro 
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del sistema músculo-esquelético, cambios hormonales, inmunitarios, 
alteraciones cognitivas, alteraciones nutricionales, aumento de citoquinas 
proinflamatorias y del estrés oxidativo, etc.  
Podemos percibir cambios en la composición tisular disminuyendo la 
masa ósea y magra y aumentando la masa adiposa. Este hecho puede estar 
relacionado con otros fenómenos asociados a la edad, como discapacidad 
funcional, reducción de la densidad mineral ósea, intolerancia a la glucosa, 
resistencia a la insulina y reducción de la tolerancia al calor y al frío (de 
Teresa Galván C, 2004). Además del aumento observado en la masa 
adiposa, Shimokata en 1989 (Shimokata y cols 1989) observó que se 
produce una redistribución de la grasa corporal, incrementándose 
proporcionalmente más la adiposidad central o abdominal, especialmente 
en los varones y en las mujeres a partir de la menopausia (Nassis P y 
Geladas D, 2003). Este fenómeno tiene importantes repercusiones en la 
salud, ya que la obesidad, y especialmente la central o abdominal, es un 
reconocido factor de riesgo cardiovascular, y está relacionada con la 
resistencia a insulina y la diabetes mellitus tipo 2 (Beaufrère B y Morio B, 
2000). 
Todos los hechos citados anteriormente conducen a un aumento de la 
susceptibilidad y vulnerabilidad a la enfermedad y a una peor capacidad 





1.4. Teorías sobre el envejecimiento 
Como se ha mencionado anteriormente, el envejecimiento es un proceso 
complejo y no es fácil de definir, por ello se han postulado numerosas 
teorías a lo largo del último siglo con el fin de explicar los mecanismos 
que subyacen a este proceso pero ninguna de ellas es capaz de explicarlo 
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por sí sola.  Hay teorías evolutivas, genéticas, celulares, moleculares y 
orgánicas.  
 
 Teorías evolutivas 
 Teorías genéticas 
 Teorías celulares: Límite de la duplicación celular 
 Teorías moleculares: Acumulación de productos de desecho, 
Entrecruzamientos, Mutaciones somáticas, Teoría de los radicales 
libres.  
 Teorías orgánicas: Inmunológica, Neuroendocrina 
 
 
1.4.1. Teorías evolutivas 
Consideran el envejecimiento como un subproducto de la evolución. 
Consideran que la expectativa de vida habría evolucionado igual que 
cualquier otra característica biológica.  
Un ejemplo de estas teorías es la Teoría del soma desechable formulada 
por Thomas Kirkwood (1977) en la que afirma que las células somáticas 
serían “prescindibles” una vez se ha asegurado la supervivencia de la 
especie a través de la reproducción y los organismos no han desarrollado 
sistemas de reparación y mantenimiento de las células somáticas en etapas 
tardías de la vida.  
George Sacher en 1978 (Sacher G, 1978) propuso que la evolución ha ido 
favoreciendo el desarrollo de genes que aumentan la longevidad (Teoría 
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1.4.2. Teorías genéticas 
Consideran el envejecimiento como parte del programa controlado de 
desarrollo y maduración de los organismos. Según estas teorías existirían 
una serie de genes de longevidad implicados en procesos de reparación y 
prevención de daños, señalización celular,  estabilización del genoma, 
resistencia al estrés etc., cuya manipulación da lugar a individuos más 
longevos que otros de su misma especie.  
La teoría del programa genético del envejecimiento sugiere que este 
proceso es el resultado de un programa contenido en nuestros genes, es 
decir, formaría parte del programa de desarrollo de los organismos, desde 
su nacimiento hasta su muerte, y existiría un “reloj biológico” que iría 
marcando la aparición de los distintos cambios (Wickens AP, 1998d). 
 
 
1.4.3. Teorías celulares 
Consideran la célula como unidad mínima para intentar explicar los 
mecanismos del envejecimiento.  
Hayflick y Moorehead en los años 60 (1961) observaron que fibroblastos 
en cultivo presentan una capacidad mitótica limitada, el conocido como 
“límite de Hayflick”. Éste hallazgo les llevó a formular una hipótesis en la 
que identifican la pérdida de capacidad mitótica de las células con el 
envejecimiento del organismo.  
Un hallazgo más reciente relacionado con el envejecimiento celular es el 
acortamiento de los telómeros, unas estructuras situadas en las porciones 
distales de los cromosomas y que previenen su degradación y fusión con 
otros cromosomas. Estas estructuras se acortan con cada división celular, y 
se ha sugerido que cuando han alcanzado una longitud mínima, la célula 
deja de dividirse. De hecho, las células transformadas e inmortalizadas y 
las células germinales expresan un enzima denominado “telomerasa” que 
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previene el acortamiento de los telómeros, y la elongación experimental de 
los mismos es capaz de prolongar la vida de las células.  
 
 
1.4.4. Teorías moleculares 
Hay muchas y muy variadas teorías que intentan explicar el proceso de 
envejecimiento a nivel molecular. La teoría de la acumulación de 
productos de desecho postula que el envejecimiento se produce por el 
depósito de productos de degradación del metabolismo celular, los cuales, 
al llegar a un nivel crítico, interferirían con las funciones vitales de la 
célula. La más característica de estas sustancias es la lipofucsina, un 
pigmento granular marrón-amarillento, que aparece disperso en el 
citoplasma de las células viejas. Sin embargo, no parece comprometer la 
función de las células (Wickens AP, 1998f). 
La teoría de los entrecruzamientos (cross-linkage) propuesta en 1968 por 
Johan Björksten postula que las reacciones metabólicas que tienen lugar en 
el interior de las células inducen el establecimiento de uniones químicas 
entre las macromoléculas. Estos entrecruzamientos se acumularían con la 
edad, provocando alteraciones en las células y en la matriz extracelular 
(Wickens AP, 1998f). 
La teoría de la mutación somática (Wickens AP, 1998d; Troen BR, 2003) 
sostiene que el proceso de envejecimiento es consecuencia de la 
acumulación de daño al material genético de las células somáticas 
inducido por la radiación presente en el ambiente. Este fenómeno llevaría 
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1.4.5. Teorías orgánicas  
Estas teorías consideran que los cambios y alteraciones que acompañan al 
proceso de envejecimiento se deben a alteraciones de dos sistemas básicos 
en la regulación del organismo, el sistema inmunitario y el endocrino.  
La teoría inmunológica del envejecimiento se basa en que la capacidad 
funcional del sistema inmune declina con la edad y se produce un 
aumento de los fenómenos autoinmunes (Wickens AP, 1998; Troen BR, 
2003). 
La teoría neuroendocrina del envejecimiento se basa en los cambios 
degenerativos que el cerebro y el sistema nervioso muestran con la edad. 
Defiende que los cambios degenerativos que sufre el sistema nervioso 
afectan a la regulación de la secreción hormonal y, por extensión, de sus 
órganos diana (Troen BR, 2003). Numerosos estudios, muchos de ellos 
realmente “curiosos y llamativos”, han sido desarrollados para determinar 
el papel de las hormonas en el envejecimiento, y su capacidad como 
agentes “rejuvenecedores”. Cabe mencionar las auto-inyecciones de 
extracto testicular del ilustre y septuagenario Profesor Brown-Sequard, a 
finales del siglo XIX, los trasplantes testiculares de Sergei Voronoff a 
principios del siglo XX, o las inyecciones de células aisladas de glándulas 
de animales “jóvenes” del Premio Nobel P. Niehans, quien aplicó dicha 
terapia a personajes como Winston Churchill, los Duques de Windsor o 
Pío XII. Al margen de estas anécdotas, déficits hormonales han 
demostrado tener relación con el proceso del envejecimiento. Alguna de 
ellas son los estrógenos, en la mujer, la hormona de crecimiento y la 
melatonina. Estas hormonas disminuyen con la edad y se encuentran 
asociadas a una serie de alteraciones corporales características del 
envejecimiento, su administración sustitutiva parece ejercer efectos 
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Como hemos mencionado anteriormente son muchas las teorías 
propuestas pero, al igual que no es fácil definir el proceso de 
envejecimiento, tampoco es fácil definir sus causas. Dos de las teorías más 
aceptadas por la comunidad científica son la Teoría de los radicales libres 
y la Teoría inflamatoria. Éstas últimas son en las que nos vamos a basar en 
esta Tesis Doctoral.  
 
 
1.4.6. Teoría de los radicales libres o del estrés oxidativo (Harman D, 
1956).  
Según esta hipótesis, el envejecimiento se debería a la acumulación de 
daño intracelular inducido por radicales libres. Un radical libre es aquella 
especie química, ya sea átomo, molécula o parte de ésta, con existencia 
independiente que posee uno o varios electrones desapareados en su 
orbital más externo (Fridovich., 1978) lo que los hace altamente reactivos. 
La mayoría de ellos son generados en el transcurso de diversas reacciones 
químicas que tienen lugar en el interior de la célula, especialmente 
durante la fosforilación oxidativa mitocondrial, por lo que la mayoría de 
ellos derivan del oxígeno, siendo por ello conocidos como especies 
reactivas de oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species). Aunque la 
célula cuenta con mecanismos de defensa contra estas ROS, parte de los 
radicales generados escapan a su control, y reaccionan con los 
componentes celulares (proteínas, lípidos, ácidos nucleicos) 
produciéndoles daños que alteran su estructura y función.  
Numerosos datos experimentales apoyan esta teoría. Se ha comprobado 
que la tasa de producción de radicales libres y de daño oxidativo en 
distintos tejidos de varias especies es inversamente proporcional al su 
expectativa de vida máxima. Asimismo, la cantidad de daño oxidativo 
inducido a las distintas macromoléculas, incluidos lípidos, proteínas y 
ADN, aumenta con la edad, y este daño tiene consecuencias funcionales 
importantes (Sohal RS y cols., 2002; Troen BR, 2003).  
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En resumen, esta teoría defiende que los cambios estructurales y 
funcionales que reconocemos como “envejecimiento” son el resultado de 
la acumulación de daño intracelular (a proteínas, membranas y ácidos 
nucleicos) inducida por radicales libres generados durante el metabolismo 
celular y que escapan a las defensas antioxidantes de la célula.  
 
Es bien conocido que los radicales libres de oxígeno y los peróxidos están 
generados continuamente en la cadena de transporte mitocondrial 
(Boveris y Chance, 1973) (Chance y cols., 1979). Además, cerca del 1-2% 
del oxígeno usado por la mitocondria de mamíferos en estado 4 no da 
lugar a agua, sino especies activadas del oxígeno (Boveris y Chance, 1973; 
Chance). Por ello Miquel y colaboradores proponen en 1980 la Teoría 
Mitocondrial del Envejecimiento Celular (Miquel y cols., 1980) en la que 
se sugiere que la senescencia es un producto derivado del ataque de los 
radicales libres de oxígeno al genoma mitocondrial en células 
postmitóticas fijadas (Miquel, Economos y cols., 1980). Las mitocondrias 
de las células postmitóticas consumen O2 a velocidades altas, liberando 
entonces radicales de oxígeno que exceden la capacidad de las defensas 
antioxidantes celulares (Miquel y Fleming, 1986). Diversos autores han 
comprobado que las mitocondrias de animales viejos producen más 
radicales libres que las de los jóvenes (Sohal y cols., 1990; Sastre y cols., 
1996). Además, existe una relación inversa entre la producción 
mitocondrial de peróxidos y la longevidad de los mamíferos (Sohal y 
Sohal, 1991; Barja ,2002) 
 
 
1.4.7. Teoría inflamatoria del envejecimiento  
Hoy en día, se considera que muchas de las patologías más comunes 
relacionadas con el proceso de envejecimiento, como la hipertensión 
arterial (Peeters AC y cols., 2001), la aterosclerosis (Libby P, 2003), la 
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obesidad, la diabetes (Fresno y cols., 2011) y las enfermedades 
neurodegenerativas (Mc Cann SM y cols., 1998) son procesos con un claro 
componente inflamatorio. También se ha comprobado que la producción 
de muchas moléculas pro-inflamatorias aumenta con la edad, como 
citoquinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, TGF-β, INF-γ), prostaglandinas (TXA2, 
PGE2, PGH2, PGG2), enzimas (iNOS, COX-2) y factores de transcripción 
relacionados con estas moléculas (NFκB) (Chung HY y cols., 2001; 2002). 
Basándose en estos hallazgos, Chung ha propuesto una hipótesis 
inflamatoria del envejecimiento (Chung HY y cols., 2001; 2002), la cual 
postula que, con el envejecimiento se produce un desbalance entre factores 
anti- y pro-inflamatorios a favor de éstos últimos, dando lugar a un estado 
pro-inflamatorio persistente que produciría daño tisular.  
 
Estas teorías se complementan entre sí ya que los radicales libres están 
muy relacionados con los procesos inflamatorios. Los radicales libres 
forman parte de las moléculas efectoras de la respuesta inflamatoria, y a 
su vez, inducen la expresión de moléculas inflamatorias.  
 
Además son teorías especialmente atractivas debido a que permiten una 
intervención racional, por ejemplo, la administración de antioxidantes y 
antiinflamatorios podría retardar el daño que acompaña al proceso de 
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2. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN EL 
ENVEJECIMIENTO: ESTRÉS OXIDATIVO, INFLAMACIÓN Y 
APOPTOSIS 
 
El proceso de envejecimiento está asociado con inflamación, activación de 
NFkB, aumento de la apoptosis (Zhang y Hernan, 2002; Chung y cols, 
2002), daño a las mitocondrias (Rodriguez y cols, 2007), descenso de la 
función inmunitaria (Baeza y cols, 2009) y aumento en la tasa de 
producción de radicales libres (Wickens, 2001). Junto a todo esto se ha 
observado un descenso en las sustancias antioxidantes y en la actividad de 




2.1. ESTRÉS OXIDATIVO 
 
El estrés oxidativo se define como una alteración del equilibrio entre las 
especies pro-oxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 
1986). 
Según la teoría de Radicales Libres que hemos mencionado al principio de 
esta Tesis Doctoral, el envejecimiento se debe a la acumulación de 
radicales libres. El envejecimiento y la disminución de la longevidad 
parecen ser debidos en parte a la acción de los radicales libres encargados 




2.1.1. Concepto de radical libre 
Un radical libre es aquella especie química, ya sea átomo, molécula o parte 
de ésta, con existencia independiente que posee uno o varios electrones 
desapareados en su orbital más externo (Fridovich., 1978).  
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2.1.2. Tipos de radicales libres 
Existen gran cantidad de radicales libres, tanto derivados del oxígeno 
como del nitrógeno, o radicales libres del azufre. Nosotros nos vamos a 





2.1.2.1. Radicales libres de oxígeno 
 
Oxígeno molecular (O2): En la naturaleza el oxígeno aparece 
mayoritariamente en forma molecular o diatómica (O2) y de este modo se 
mantiene estable, tiene muy poca reactividad.  
 
Oxígeno singlete (1O2): El oxígeno singlete es una forma excitada del 
oxígeno generada a partir del oxígeno molecular. Su vida media es muy 
corta pero tiene capacidad para sustraer un hidrogenión (H+) de un ácido 
graso insaturado iniciando la reacción de peroxidación lipídica (Halliwell 
y Gutteride., 1989).  
 
Radical superóxido (•O2-): Procede de la reducción univalente del oxígeno 
molecular. Se produce en todas las células eucariotas, sobre todo en la 
mitocondria y en el retículo endoplasmático (Fridovich., 1978; Nohl y 
Hegner., 1978). También se forma como producto de muchas reacciones 
enzimáticas llevadas a cabo por deshidrogenasas, oxidasas e hidrolasas 
(diamino oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo p450…). Este radical 
puede lesionar los transportadores de electrones de la cadena respiratoria 
mitocondrial (Sohal y cols., 1990) y del ácido desoxirribonucleico (ADN), 
así como inducir la oxidación de otras moléculas como la adrenalina, el 
dihidroxifumarato o la hidroxidopamina (Halliwell y Gutteridge., 1989).  
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La eliminación  del •O2- que se genera en las células se realiza por las 
Superóxido dismutasas (SOD) de la siguiente manera:  
 
2 •O2- + 2H+      SOD           H2O2 
 
El •O2- no es muy tóxico pero es la principal fuente de formación del 
peróxido de hidrógeno (H2O2), precursor a su vez del radical hidroxilo 
(•OH), la especie reactiva de mayor toxicidad (Sawyer., 1998; Fridovich., 
1997). El •O2- también puede reaccionar con el radical óxido nítrico (•NO) 
dando lugar a la formación de anión peroxinitrito (ONOO-)  (Halliwell y 
Gutteride., 1990) 
 
Peróxido de hidrógeno (H2O2): No es un radical libre como tal pero está 
dentro de las especies reactivas de oxígeno ya que puede dar lugar a la 
formación de radicales libres propiamente dichos. Su importancia reside 
en la capacidad que tiene de atravesar las membranas biológicas. Como 
hemos visto anteriormente, el H2O2 por la reacción que cataliza la SOD 
(dismutación del •O2-), pero también se puede formar por una reducción 
directa de la molécula de oxígeno, como producto de algunas enzimas 
(glucosa oxidasa, uricasa…) y por reacciones químicas de autooxidación.  
Se ha comprobado que el H2O2 está implicado en la regulación de la 
transducción de la señal de la expresión de genes a través del NFkB y la 
proteína activadora 1 (AP-1) (Yi y cols., 2002). El H2O2 no es tóxico a 
concentraciones fisiológicas pero puede dar lugar a •OH mediante la 
reacción de Fenton-Haber-Weiss (Fenton., 1894; Haber y Weiss., 1934) 
dependiendo de las disponibilidades de Fe o Cu.  
 
•O2- + H2O2      Fe o Cu      •OH + OH- + O2 
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La detoxificación del H2O2 se lleva a cabo por la acción de sistemas 
enzimáticos como la glutatión peroxidada (GPx) que dan lugar a la 
formación de agua.  
 
H2O2 + 2GSH     GPx      2 H2O + GSSG 
 
Radical hidroxilo (•OH): es el radical libre más reactivo (y dañino) que 
existe. No tiene gran poder de difusión y no se conoce si alguna enzima es 
capaz de detoxificarlo directamente. En los seres vivos se puede producir 
por varios mecanismos. Este radical es capaz de reaccionar con las bases 
púricas y pirimidínicas del ADN, por lo que es un agente genotóxico 
(Sastre y cols., 2000). Así mismo el •OH puede quitar un H+ de la cadena 
carbonada de los ácidos grasos poliinsaturados iniciando la peroxidación 
lipídica (Halliwell y Gutteridge., 1989) y es capaz de dañar las proteínas 
(Yu., 1990).  
 
Radical perhidroxilo (HO2.): Se genera a partir de •O2-. Es un radical libre 
muy liposoluble y es, por lo tanto, un potente inductor de la peroxidación 
lipídica en las membranas biológicas (Kanner y cols., 1987) 
 
Radicales alcoxilo y peroxilo (RO• y ROO•): Son generados durante la 
peroxidación lipídica. Son menos reactivos y más selectivos que los 
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2.1.2.2. Radicales libres de nitrógeno 
 
Óxido nítrico (•NO): Es un gas lipofílico e hidrosoluble. Se produce en 
numerosos tipos celulares por reacciones catalizadas por la óxido nítrico 
sintasa (NOS). En realidad, el óxido nítrico (NO) no es estrictamente un 
radical libre, ya que es un compuesto inorgánico. Se trata de un gas 
paramagnético cuya vida media es de 5-45 segundos y sobre el que actúa 
el radical superóxido, generándose peroxinitrito. Dicho compuesto es 
lesivo de por sí o bien puede participar en la generación de lipoperóxidos 
en combinación con hierro mediante la reacción de Fenton. 
El •NO tiene distintas funciones, actúa como regulador del flujo sanguíneo 
local, como antigregante plaquetario, se produce por los macrófagos 
activados contribuyendo a la defensa inmunitaria primaria, actúa como 
neuromodulador, segundo mensajero y mediador del neurotransmisor 
excitador glutamato (Czapski y Goldstein., 1995). Posee una acción 
antiinflamatoria importante pero a la vez promueve la disfunción celular y 
tisular a través de un efecto proinflamatorio (Grisham y cols., 1999). Tiene 
la capacidad de reaccionar con el hierro de las proteínas intracelulares, 
principalmente mitocondriales siendo inactivadas por él la mayoría de los 
enzimas que poseen un grupo hemo. Además a nivel de ADN puede 
reaccionar con los ácidos nucleicos dando lugar a mutaciones y roturas. 
Por todo esto, el •NO es considerado como una “espada de doble filo”. 
 
Radical peroxinitrito (ONOO•): Este radical se forma in vivo por la 
reacción entre el •NO y el •O2- (Pietraforte y Minetti., 1997). Es capaz de 
inducir peroxidación lipídica, interferir con la señalización celular 
mediante la nitración de residuos aromáticos en las proteínas, degradar 
carbohidratos, nitrar y oxidar la guanosina y fragmentar el ADN 
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Dióxido de nitrógeno (NO2): Se produce principalmente a partir de la 
oxidación del •NO atmosférico y se considera que es un iniciador muy 





2.1.3. Génesis de los radicales libres   
Los radicales libres pueden tener un origen endógeno o exógeno (Freeman 




2.1.3.1. Fuentes exógenas generadoras de radicales libres 
Las fuentes exógenas más importantes en la generación de especies 
activadas de oxígeno son: 
 
 Agentes antineoplásicos tales como la adriamicina, bleomicina, 
daunorrubicina y algunos antibióticos (Doroshow y Hochstein, 1982) 
que dependen de grupos quinoides o de unión a metales para su 
actividad. Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su 
capacidad para reducir el oxígeno a superóxido, peróxido de 
hidrógeno y radical hidroxilo. 
 
 La irradiación de los organismos debido a las radiaciones 
electromagnéticas (rayos X y γ) o debido a radiaciones de partículas 
(electrones, protones, neutrones, deuterones y partículas α y β) 
(Bielsky and Gebieki, 1977). 
 
 Factores ambientales como contaminantes aéreos fotoquímicos, 
hiperoxia, pesticidas, humo del tabaco, solventes, anestésicos e 
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hidrocarburos aromáticos.  Estos agentes, o bien poseen radicales 
libres, como el humo del tabaco, o bien se convierten en radicales 






2.1.3.2. Fuentes endógenas de radicales libres 
 
 La cadena de transporte electrónico mitocondrial 
 
Los radicales libres son compuestos altamente reactivos que se producen 
como resultado de la actividad metabólica de las células en los sistemas 
biológicos. Clásicamente se ha considerado la cadena mitocondrial como 
la principal fuente de ROS. Está compuesta por una serie de proteínas con 
capacidad redox que reducen al oxígeno molecular hasta la formación de 
una molécula de agua. Esta reacción está acoplada a la fosforilación 
oxidativa, en la cual se produce energía en forma de ATP. 
 
 
Figura 1. Cadena electrónica mitocondrial 
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Sin embargo, a este nivel, además de la formación de moléculas de agua, 
aproximadamente entre 1-5% de las moléculas de oxígeno diatómico (O2) 
son activadas formando O2•- a causa de la incorporación de un electrón. La 
producción de O2•- es por lo tanto proporcional a la actividad de la cadena 
de transporte de electrones (CTE), siendo importante aclarar que esta 
última no necesariamente es proporcional al consumo de oxígeno en el 
humano (Tiidus y cols, 1996). La CTE contiene además varios centros 
redox (como los complejos I, II y III) que pueden agregar electrones a las 
moléculas de O2 constituyendo fuentes primarias de O2•- (Starkov, 2008) 
El O2•- producido a nivel de la CTE puede reducir al citocromo C (en el 
espacio intermembrana) o ser convertido en H2O2 y O2 (en la matriz o 
espacio intermembrana). Si la actividad mitocondrial es incrementada y 
mantenida en el tiempo, se puede constituir un estado estable de 
generación de O2•-, que puede reducir metales de transición (favoreciendo 
la formación de OH•) o reaccionar con el NO para formar ONOO•  
(Turrens, 2003). Sin embargo, la liberación de ROS fuera de la mitocondria 
depende de factores como el potencial de membrana de la misma. En este 
sentido, diferentes estudios coinciden en que la liberación de ROS ocurre 
principalmente cuando es alcanzado un potencial máximo (estado IV) de 
la membrana mitocondrial (Han y cols, 2003).  
La idea clásica que propone la hiperactividad mitocondrial como la 
principal fuente de ROS, ha sido progresivamente sustituida en las últimas 
décadas por una teoría más amplia, que considera la participación de otras 
fuentes de generación de ROS, como los fenómenos de isquemia 
reperfusión, las reacciones enzimáticas e inmunitarias, la autooxidación de 
catecolaminas, la producción de ácido láctico, etc. Además, otras 
características como por ejemplo las condiciones ambientales podrían 
potenciar la actividad de estas fuentes de generación de ROS y determinar 
un fallo o insuficiencia de los mecanismos capaces de contrarrestar su 
formación, conduciendo a un daño molecular y estrés oxidativo. 
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Las fuentes de formación de ROS podrían clasificarse según su capacidad 




1) Formación regulada de ROS: en ella se incluye específicamente el 
sistema inmune que posee una necesidad fisiológica de ROS. La formación 
regulada de un ambiente oxidativo es una condición esencial para que los 
macrófagos y neutrófilos puedan desarrollar su metabolismo normal y 
realizar la eliminación de antígenos y células apoptóticas (Hampton y 
Orrenius, 1998). Desde el punto de vista bioquímico, dos moléculas de 
oxígeno en presencia de NADPH-oxidasa producen dos moléculas de O2•- 
en la reacción llamada “estallido oxidativo” (Fehrenbach y Northoff, 
2001). El objetivo final de esta reacción es la formación de H2O2 a través de 
la reacción de Fenton en presencia de SOD (Babior, 1978). Aunque su 
estructura no permite calificarlo como un radical libre, el H2O2 está 
considerado dentro las ROS debido a su capacidad para generar otros 
radicales libres. En los leucocitos la mieloperoxidasa produce, a partir de 
H2O2, un potente ácido antimicrobiano denominado ácido hipocloroso, 
que además es un fuerte agente oxidante (Hampton  y cols, 1998)  
 
 
2) Formación no regulada de ROS: es decir, aquélla que se produce 
espontáneamente y de manera dosis-dependiente a los estímulos que la 
activan, como ocurre con los factores ambientales como el ejercicio físico, 
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 Peroxidación de Lípidos 
La lipoperoxidación es un fenómeno asociado a los fenómenos 
inflamatorios cuyo iniciador principal es el radical libre hidroxilo. En 
realidad esta molécula tiene una vida media corta y no tiene efectos “a 
larga distancia”. Sin embargo, puede desencadenar fenómenos 
bioquímicos secundarios, entre ellos, la peroxidación de lípidos 
(Gutteridge, 1988). Los lípidos más susceptibles de ser peroxidados son los 
ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), generándose un radical alquilo que 
en presencia de oxígeno pasa a peroxilo, el cual, a su vez, mediante una 
reacción en cadena sigue oxidando a otros AGPI con lo que se acumulan 
las especies reactivas de oxígeno. Así, la peroxidación lipídica es un 
fenómeno que genera más estrés oxidativo por concatenación de sucesivas 
oxidaciones pudiendo llegar a tener repercusión sistémica (Esterbauer y 
Cheeseman, 1987). Las consecuencias inmediatas de este fenómeno son 
estructurales ya que como sustrato se emplean los AGPI de la membrana 
celular, que queda seriamente dañada. Por otro lado, la cascada de 
lipoperóxidos se va automagnificando. Pero además se van anulando 
otros procesos metabólicos necesarios para la supervivencia celular que 




 Reacción de Fenton-Haber-Weiss  
Consiste en la reducción del H2O2 por iones de metales de transición, 
sobre todo el ion ferroso (Fe+2) y, en menor medida, el cuproso (Cu+) y 
otros iones. El agua oxigenada (H2O2) es una molécula relativamente 
estable en ausencia de catalizadores que promuevan su descomposición. 
Fenton (Fenton, 1894) descubrió, a finales del siglo pasado, que se podían 
oxidar moléculas orgánicas por mezclas de peróxido de hidrógeno y Fe+2 
(reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss los que posteriormente 
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comprobaron cómo el Fe+2 reduce al H2O2, que a su vez se descompone en 
radical hidroxilo e ión hidroxilo (Haber and Weiss, 1934). 
 
H2O2 + Fe+2          HO• + HO- + Fe+3 
Y en general, 
ROOH + Fe+2         RO• + HO- + Fe+3 
 
Aunque esta reacción puede tener lugar con varios metales, el hierro 
parece ser el más importante en sistemas biológicos. El Fe+2 se oxida a Fe+3 
con mucha facilidad, y éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que 
pueda haber en los sistemas biológicos estará en muy pequeñas 
cantidades y en forma férrica (Halliwell and Gutteridge, 1989). Pero el ion 
férrico puede ser reducido por el ascorbato (Sawyer, 1988) y por el radical 
superóxido (Frei, 1994), con lo que se genera un ciclo de producción 
continua de radicales hidroxilo: 
 
Fe+3 + O2¯•        Fe+2 + O2 




 Sistema de transporte electrónico del retículo endoplásmico.  
Estos sistemas contienen los citocromos P450 y b5, que pueden oxidar 
ácidos grasos insaturados y xenobióticos. De hecho, los citocromos P450 
(término utilizado para designar a un amplio número de proteínas con 
grupos hemo muy numerosas en los seres vivos) son considerados como 
los más poderosos agentes oxidantes in vivo, aunque  también pueden 
actuar como agentes reductores. Son monooxigenasas capaces de formar 
especies electrofílicas de oxígeno (bien radicales o bien generadoras de 
radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin, 1988; Foster y 
Estabrook, 1993). 
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 Membrana plasmática 
La enzima NAD(P)H-oxidasa está presente en la membrana plasmática de 
las células fagocíticas y es una importante fuente biológica de producción 
de radicales libres debido a la activación de los leucocitos 
polimorfonucleares y macrófagos que consumen gran cantidad de 
oxígeno, el cual será transformado en radical superóxido. Estos radicales 
libres de oxígeno pueden dañar a la propia célula que los origina y a 




 Fagocitos activados 
Los fagocitos activados (neutrófilos, monocitos, macrófagos, eosinófilos) 
poseen diversas enzimas que les permiten generar O2¯• y H2O2 como 




 Enzimas solubles y proteínas 
Enzimas como xantina oxidoreductasa, óxido nítrico sintasa, aldehído 
oxidasa, flavinprotein deshidrogenasa y triptófano dioxigenasa, generan 





Los peroxisomas son una fuente importante de peróxido de hidrógeno. 
Poseen una concentración elevada de oxidasas, como la D-aminoácido 
oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la degradación de 
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ácidos grasos y aminoácidos, que producen peróxido de hidrógeno como 




 Autooxidación de pequeñas moléculas 
En la célula existe una gran variedad de componentes solubles, capaces de 
producir reacciones de oxidación-reducción, tales como los tioles, 
hidroquinonas, catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas.  En todos 
estos casos, el radical superóxido es el radical primario formado por la 
reducción del dioxígeno por estas moléculas. Asimismo, también se 
produce peróxido de hidrógeno como producto secundario, a partir de la 
dismutación del radical superóxido, bien espontánea, o bien catalizado 










La mayoría de las células poseen sistemas antioxidantes (enzimáticos y no 
enzimáticos) que les protegen frente al stress oxidativo. Halliwell en 1995 
definió antioxidante  como “cualquier sustancia que, cuando está presente 
en bajas concentraciones comparado con el sustrato oxidable, disminuye 
significativamente o inhibe la oxidación de este sustrato” (Sies, 1993; 
Halliwell, 1996) 
Los antioxidantes se pueden clasificar en antioxidantes enzimáticos y 
antioxidantes no enzimáticos. 
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 Antioxidantes enzimáticos 
La mayoría de las células poseen una batería de enzimas que neutralizan 
los radicales libres (RL). Este sistema antioxidante enzimático puede ser 
modulado por varios factores. Las enzimas antioxidantes incluyen la 
superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y los encargados del 
metabolismo del glutatión, glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión 
reductasa (GR). Uno o varios de estos complejos enzimáticos pueden 
aumentar a causa del estrés oxidativo, sin embargo cuando los niveles de 
RL son muy altos, estos sistemas antioxidantes pueden verse superados.  
 
 
Superóxido dismutasa (SOD): cataliza la dismutación de un electrón del  
superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno. En las células animales, 
la Cu/Zn-SOD está presente en el citosol y las mitocondrias, mientras que 






Catalasa: es una enzima que contiene porfirina y cataliza la dismutación 
de dos electrones del H2O2 convirtiéndolo en oxígeno y agua.  
 
  
Se encuentra en el citoplasma de los eritrocitos, y en los peroxisomas de 







• -  +  O2 
•-  +  2H+  H2O2  +   O2 
2 H2O2 
Catalasa 
2 H2O + O2 
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Glutatión peroxidasa (GPx): involucrada no sólo en la eliminación de 
peróxido de hidrógeno, sino también en la conversión de hidroperóxidos 
de lípidos (LOOH) a sus correspondientes alcoholes (LOH) y la oxidación 
de GSH a glutatión disulfuro (GSSG). 
 
ROOH + 2 GSH → ROH + H2O + GSSG 
H2O2 + 2 GSH → 2 H2O + GSSG 
 
 
Glutatión reductasa (GR): Cataliza la reducción de GSSG a GSH 
utiluzando NADPH como elemento reductor. 
 
GSSG + NADPH + H+ → GSSG + NADP+ 
 
El sistema antioxidante glutatión peroxidasa/reductasa está relacionado 
con otros sistemas antioxidantes como el superóxido dismutasa/catalasa. 
Los dos sistemas, en condiciones normales no actúan a la vez, de tal 
manera que el sistema de la glutatión peroxidasa se activa cuando los 
niveles de especies reactivas de oxígeno (en especial peróxido de 
hidrógeno) son comparativamente más bajos. La reducción del glutatión 
no es la única función de la glutatión reductasa, las concentraciones 
intracelulares adecuadas de glutatión reducido permiten también la 
recuperación de ácido ascórbico (Vit. C), alfa tocoferol (Vit. E) así como la 
eliminación de compuestos xenobióticos, el almacenamiento y el 
transporte de cisteína, la participación en la producción de mediadores 
derivados del ácido araquidónico, la síntesis de nucleótidos etc. 
Los descensos o ausencia de actividad de este complejo enzimático tienen 
un claro efecto negativo en el balance de óxido-reducción celular, de modo 
que trastornos en el mismo se han relacionado con enfermedades tan 
diversas como obesidad, úlcera péptica, enfermedad de Parkinson, 
isquemia/repercusión, envejecimiento prematuro… 
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Glutatión-transferasa: Las glutatión S-transferasas (GST) catalizan la 
adición del glutatión a sustancias tanto endógenas como exógenas con 
grupos funcionales electrofílicos. Juegan un importante papel en funciones 
de detoxificación y  en el metabolismo de numerosas sustancias ya que la 
union del glutatión a otras moléculas incrementa su hidrosolubilidad 
haciéndo que sea más fácil degradarlos enzimáticamente. 
Dentro del espectro de sustancias eliminadas por las GST se encuentran 
carcinógenos químicos, contaminantes atmosféricos, agentes 
antineoplásicos etc, pero además inactivan aldehídos insaturados, 
quinonas, epóxidos, e hidroperóxidos formados como metabolitos 
secundarios en situaciones de estrés oxidativo. También están implicadas 
e la síntesis de leucotrienos, prostaglandinas, testosterona y progesterona, 
así como en la degradación de la tirosina. 
Las GST humanas muestran polimorfismos genéticos cuya variabilidad 
aumenta la susceptibilidad de padecer neoplasias y enfermedades 
inflamatorias. Por ejemplo, se han relacionado con la alteraciones de la 















A    
   Tesis Doctoral 29 
 Antioxidantes no enzimáticos 
 
Glutatión (GSH): es el sustrato de la GPx, reacciona con •OH, •O2- y 
radicales libres orgánicos y regenera de vitamina C.  El GSH puede 
reaccionar directamente con los radicales libres sin necesidad de 
intervención enzimática, o bien por medio de la glutatión peroxidasa, 










Figura 2. Ciclo redox del glutatión 
 
 
Vitamina C: efectiva contra el radical anión superóxido, el peróxido de 
hidrógeno, el radical hidroxilo y el oxígeno singlete. 
 
 
Vitamina E: secuestra radicales peroxil lipídicos dando hidroperóxidos 
lipídicos y radical tocoperoxilo. Este último puede ser reducido por el 
ascorbato y el glutatión oxidado a la respectiva quinona. 
 
 
Flavonoides: gran grupo de antioxidantes polifenólicos que además de 
encontrarse en el vino también se hallan en muchas frutas, vegetales y 







Glucosa 6 -  












Sara Cuesta Sancho 30 
Estilbenos: Entre los más destacados podemos encontrar el resveratrol, 
uno de los polifenoles del vino más estudiado, sus concentraciones puede 




2.1.4.1. Sistemas reparadores 
 
En sentido estricto no deben ser considerados como antioxidantes porque 
no eliminan radicales libres, son una serie de enzimas que participan en la 
reparación de biomoléculas dañadas por radicales libres. Está comprobado 
que la peroxidación lipídica estimula la fosfolipasa A2 que tiene como 
sustrato las formas peroxidadas de los fosfolípidos (Halliwell y Gutteride., 
1989), de esta manera, esta enzima degrada los fosfolípidos oxidados de la 
membrana. También se pueden destacar sistemas reparadores del ADN, la 
metionina sulfóxido reductasa y las enzimas proteolíticas intracelulares 
que degradan proteínas dañadas oxidativamente evitando que se 
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2.2.1. Concepto de inflamación 
La inflamación es una respuesta inespecífica, inmediata y no elaborada 
frente a las agresiones del medio para proteger al organismo del daño 
celular. Esta respuesta es compleja desde su inicio ya que utiliza varios 
mecanismos tisulares y humorales para librarse del agente agresor, y cesa 
cuando alcanza el objetivo, que es el restablecimiento de la integridad del 
tejido. El proceso inflamatorio consiste en la reacción del tejido vivo de un 
organismo vascularizado ante una agresión local. Es un proceso que se 
origina en los vasos sanguíneos, provocando la acumulación de fluido y 
leucocitos en el tejido extravascular, y está íntimamente relacionado con el 
proceso de reparación a través de la regeneración de las células y de otros 
componentes tisulares, el cual configura el mecanismo fundamental para 
la supervivencia, que es la defensa contra los agresores externos en su 
totalidad. 
Existen dos tipos de inflamación: la aguda y la crónica. La aguda es de 
corta duración (minutos, horas o algunos días) y sus características 
principales son la exudación de fluido y de proteínas plasmáticas (edema), 
así como la migración de leucocitos, predominantemente los neutrófilos. 
La inflamación crónica, por otro lado, tiene una duración más prolongada 
y está asociada histológicamente a la presencia de linfocitos y macrófagos, 
así como a la proliferación del tejido conjuntivo y de vasos sanguíneos. 
Las respuestas vascular y celular de la inflamación aguda y crónica son 
mediadas por factores químicos derivados del plasma o de células, y 
desencadenadas por el estímulo inflamatorio.  
El envejecimiento fisiológico y muchas de las enfermedades asociadas a él 
son debidas a un aumento de las citoquinas pro-inflamatorias y/o 
quimioquinas, además del estrés oxidativo. Este aumento parece estar 
mediado, al menos en parte,  a través de la activación de NFkB el cual 
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parece jugar un papel central en la inflamación. Un desbalance en el 
estado inflamatorio del organismo puede ser el responsable de 
enfermedades relacionadas con la edad como la diabetes mellitus tipo 2, la 
arteriosclerosis, el cáncer y el Alzheimer (Franceschi y cols., 2000; 




2.2.2. Papel de la inflamación en el envejecimiento 
 
Según la teoría inflamatoria del envejecimiento descrita por Chung y cols 
en 2001 (Chung y cols, 2001) con la edad se produce un desbalance entre 
factores anti- y pro-inflamatorios a favor de éstos últimos, dando lugar a 
un estado pro-inflamatorio persistente que produciría daño tisular. 
Últimamente se está acuñando el término de inflammaging (del inglés 
inflammation+aging) que postula que el envejecimiento, ya sea fisiológico o 




2.2.2.1. Mediadores de inflamación 
 
Las citoquinas son glicoproteínas de bajo peso molecular que intervienen 
en la transmisión de señales de una célula a otra. Son secretadas en muy 
pequeñas concentraciones y para ejercer sus efectos se unen a receptores 
específicos en sus células blanco donde provocan modificaciones que 
llevan a la síntesis y liberación de mediadores secundarios. 
Son liberadas por células inmunitarias en la mayoría de los casos, pero 
también por células endoteliales o del parénquima de algunos órganos 
como el hígado, el tejido adiposo o los islotes de Langerhans pancreáticos. 
Aunque su función más importante es la regulación de la respuesta 
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inmunitaria tanto innata como adaptativa, también participan en 
fenómenos como la diferenciación y el crecimiento celular. Las citoquinas 
se liberan, en principio, de un modo limitado en el tiempo, es decir, 
mientras dure la respuesta inmunitaria. Poseen un marcado pleiotropismo 
ya que, con frecuencia tienen más de una acción biológica y pueden actuar 
sobre más de un tipo celular. Muchas citoquinas comparten efectos y 
además pueden generar la síntesis y liberación de otras citoquinas, 
habiéndose observado tanto efectos contrapuestos así como sinérgicos. 
 
De forma general, las citoquinas se clasifican en citoquinas pro o anti-
inflamatorias.  Las principales citoquinas que actúan en la respuesta 
inflamatoria son: Interleuquina 1 beta (IL-1β), Factor de Necrosis Tumoral 
Alfa (TNF-α), Interleuquina 8 (IL-8), Interleuquina 12 (IL-12), 
Interleuquina 16 (IL-16) y los interferones. Todas ellas son pro-
inflamatorias. IL-6 e IL-12, además, actúan en la inmunidad específica. Por 
otra parte también existen interleuquinas anti-inflamatorias como la 
interleuquina 10 (IL-10) y la interleuquina 4 (IL-4).  
A continuación se muestra un resumen de las acciones de las citoquinas 
que hemos estudiado:  
 
 Factor de necrosis tumoral alpha (TNF-α) (del inglés Tumor 
necrosis factor alpha). Es considerado como la principal citoquina 
proinflamatoria. Se trata de un homotrímero de 17kD que 
pertenece a una superfamilia responsable de la activación de un 
grupo de receptores de membrana que incluye a Fas-ligando, 
activador del receptor del ligando del factor nuclear kB 
(RANK), CD40-ligando y el llamado ligando asociado a la 
activación de la apoptosis similar al TNF (TRAIL). 
Es un mediador potente de funciones inflamatorias e 
inmunitarias. Regula el crecimiento y la diferenciación de un 
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gran número de tipos celulares y es citotóxico para una gran 
variedad de células transformadas. 
Los principales productores de TNF-α son las células del 
sistema retículo-endotelial, principalmente los macrófagos. Sin 
embargo, se ha demostrado que otras células como linfocitos T 
y B, células polimorfonucleares, células cebadas, células 
endoteliales, queratinocitos etc también pueden secretarlo. 
La lista de estímulos capaces de desencadenar la producción de 
TNF-α es numerosa. De modo resumido diremos que por un 
lado son casi todas las citoquinas proinflamatorias y otros 
factores endógenos relacionados (proteínas del shock térmico 
60 y 70, PAF…) y por otro múltiples antígenos procedentes de 
microorganismos, fundamentalmente bacterias.  
Se conocen varios receptores transmembrana para TNF-α 
(TNFR). De ellos, TNFR1 (p55) y 2 (p75) son los mejor 
conocidos, predominando TNFR1 en células de estirpe no 
hematopoyética.  
Una vez unido TNF-α al TNFR1, se activa el dominio de muerte 
celular asociado al receptor, situado dentro de su citoplasma 
(TRADD). Posteriormente se activan y reclutan tres proteínas 
más: RIP (proteína 1 de interacción con TNFR1), el dominio de 
muerte celular de Fas (FADD) y dominio de muerte celular de 
Fas (FADD). En el caso de la unión TNF-TNFR2, se activa 
directamente TRAF2 que se asocia a TRAF1 (factor 1 asociado a 
TNF). Una vez reclutados los dominios de muerte, la cascada 
de acontecimientos es dual, ya que por un lado se puede 
inducir la apoptosis y por el otro, la respuesta inflamatoria. En 
la primera opción, los dominios de muerte interaccionan con las 
caspasas iniciadoras (principalmente caspasa 8). En la vía 
inflamatoria es predominante la activación del NF-kB y 2 vías 
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dependientes de kinasas: p38 y JNK (kinasa del dominio n-
terminal de c-Jun). 
Existe un mecanismo alternativo que potencia la acción del 
TNF-α y es la secreción aumentada por parte de los propios 
macrófagos tanto de TNFR1 como 2 en presencia de estímulos 
proinflamatorios (Mira y cols, 1999).  Sin embargo, este 
mecanismo es concentración-dependiente, pero saturable, de 
modo que concentraciones excesivas de receptores solubles 
pueden bloquear los efectos proinflamatorios y proapoptóticos 
del TNF-α. 
 
 Interleuquina 1 (IL-1β): Se produce en grandes cantidades como 
respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesión o estrés y es 
un mediador clave en la respuesta inflamatoria ocasionando 
fiebre, neutrofilia y producción de proteínas de fase aguda. Es 
producida por la práctica totalidad de las células del sistema 
inmunitario; además, gran parte de las células de los epitelios 
de mucosas, células estromales como los fibroblastos, 
queratinocitos o islotes de Langerhans pancreáticos pueden 
secretarla. 
Del mismo modo que en el caso del TNF-α, la variedad de 
estímulos inductores es enorme, si bien de nuevo estímulos 
exógenos procedentes de microorganismos (LPS, ácido 
lipoteicoico, cimosán…) son los más potentes. Dentro de los 
mediadores endógenos relacionados, destacan tanto el TNF-α 
como la propia IL-1β y el factor estimulante de colonias 
granulocítico/monocíticas (GM-CSF). 
Se conocen dos receptores principales para IL-1β: IL-1RI e IL-
1RII. No se conoce exactamente la función biológica del 
receptor II ya que sus dominios intracelulares no parecen 
transmitir ninguna señal biológica. En cambio los  dominios 
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intracitoplásmicos del receptor I sí lo hacen, así, se postula una 
misión contrarreguladora del receptor II. Como en el caso del 
TNF-α, ambos tipos de receptores pueden ser secretados como 
formas solubles, de modo que cuando alcanzan altas 
concentraciones pueden aminorar los efectos de IL-1β. 
La región intracelular de IL-1β pertenece al grupo de los 
llamados “Toll-like receptors” (TLR), de gran similitud 
estructural. Este grupo de receptores juega un papel decisivo en 
la respuesta celular durante la respuesta inflamatoria ya que 
median en la traducción de estímulos originados tanto por 
antígenos microbianos directamente como por otros 
mediadores. El dominio intracitoplasmático del IL1-R activa, 
con la colaboración de la proteína MyD88, a la kinasa asociada a 
ese receptor (IRAK), quien es liberada tras fosforilarse. De este 
modo activa al llamado “factor 6 activado por el receptor del 
TNF-α” (TRAF6), desencadenando la transcripción de NFkB y 
activando la cascada de proteín-kinasas sensibles a mitógenos 
(MAP-kinasas) (Rao y cols, 2005)  
 
 
 Interleuquina 2 (IL-2): Producido en células T. Estimula el 
crecimiento y la diferenciación de células T, células B y NK. 
Tiene un papel muy importante en el desarrollo de las 
respuestas inflamatorias crónicas humorales y celulares.  
 
 
 Interleuquina 6 (IL-6): Producida por fibroblastos, células 
endoteliales, monocitos y tejido adiposo. El papel más 
importante de esta citoquina es controlar la producción 
hepática de proteínas inflamatorias como CRP y fibrinógeno. Es 
una de las citoquinas inflamatorias implicadas en la patogénesis 
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de la resistencia a insulina. Existen estudios en los que se 
muestra que esta citoquina se encuentra aumentada en estados 
de hiperinsulinemia. Además en músculo esquelético IL-6 
aumenta la sensibilidad a la insulina, esto sugiere que el efecto 
de esta citoquina es tejido-dependiente.  
 
 
 Interleuquina 4 (IL-4): Se produce en mastocitos, células 
estromales de la médula ósea y células T. Es una citoquina muy 
pleiotrópica y ejerce numerosos efectos en diferentes tipos 
celulares, promueve la diferenciación de linfocitos T a células 
Th2 e impidiendo la formación de Th1. Posee efectos 
inmunosupresores inhibiendo la producción de determinados 
mediadores inflamatorios. También afecta a células fuera del 
sistema inmunitario como células endoteliales y fibroblastos.  
 
 
 Interferón γ: Existen tres tipos de interferones: el tipo I 
comprende a su vez 18 subtipos (14 isoformas del subtipo α y 
los subtipos β,ω, ε, y κ) y utilizan los receptores de membrana 
IFNAR 1 y 2. El tipo II corresponde al interferón γ (IF- γ)  y el 
tipo III, recientemente descubierto corresponde al tipo λ. 
En la mayoría de las ocasiones, la producción de interferones se 
desencadena tras la liberación de otras citoquinas (IL-1β, IL-2, 
TNF-α, CSF…), principalmente como respuesta a infecciones 
virales, aunque ambas formas son activas frente a tumores. 
Tanto los linfocitos T como los B pueden producirlos, así como 
las células NK, los macrófagos, células endoteliales, 
fibroblastos, osteoblastos… En condiciones normales sus 
órganos excretores principales son el hígado y el riñón.  
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Los efectos biológicos principales del interferón son la 
producción de otros mediadores (principalmente IL-1β y TNF-
α) así como la generación de estrés oxidativo a través de la 
activación de la nítrico-sintetasa inducible. Es una citoquina 
“predominantemente mediadora” ya que es capaz de 
desnivelar la balanza celular de la respuesta inflamatoria, pero 
también “efectora” ya que desencadena por sí misma 
fenómenos biológicos que desencadenan en la muerte celular. 
La vía de señalización intracelular del INF-γ es una de las mejor 
estudiadas y es compartida por otros mediadores. Este 
mediador tiene un receptor de membrana con dos subunidades: 
α, de reconocimiento y unión al interferón, y β, que inicia la 
señal intracelular. El primer paso tras la unión al receptor es la 
activación de la vía de las JAK kinasas (Griffith y Stuehr, 1995). 
El segundo paso lo constituye un complejo íntimamente 
relacionado con las JAK, las proteínas STAT (signal traduction 
with activation of transcription). Éstas forman homodímeros al 
ser activadas por la subunidad β  del receptor del interferón 
que a su vez había sido activada/fosforilada por las JAK. Los 
dímeros se traslocan al núcleo donde se unen a regiones del 
ADN promotoras de genes que transcriben otras citoquinas, 
entre ellas, el propio INF-γ 
 
 
 Interleuquina 10 (IL-10): Clásicamente se la ha considerado, 
junto con IL-4 e IL-13, como una citoquina inhibidora o 
antiinflamatoria. De hecho, la IL-10 fue denominada en un 
primer momento como “factor inhibidor de la síntesis de 
citoquinas”. Sintetizada fundamentalmente por la rama de la 
respuesta inmunológica dependiente de los linfocitos Th2, 
regula negativamente la producción de IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-8, 
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IL-12 y GM-CSF ante situaciones de respuesta inmunitaria 
innata. Cuando predomina la inmunidad celular, también 
disminuye la producción de IF-γ, IL-2 e IL-12. A su vez, el IF-γ 
puede inhibir la producción de IL-10.  
La interacción entre IL-10 e IF-γ está bien estudiada, se sabe que 
Il-10 bloquea la fosforilación de un residuo tirosina de la 
proteína STAT1α necesaria para la ejecución de los efectos de 
IF-γ a nivel intracelular. Ejerce muchas actividades inmuno-
moduladoras y estimula e intensifica la proliferación de células 





2.2.3. Factor de transcripción nuclear NFkB 
 
NFkB (del inglés Nuclear Factor-Kappa B) fue propuesto por Leonardo y 
Baltimore en 1989. Es un factor de transcripción pleiotrópico sensible a 
varios estímulos, especialmente a ROS (Bowie and O’Neill., 2000). Está 
implicado en procesos de diferenciación, apoptosis (Zhang y Herman, 
2002; Chung y cols, 2002; Rodriguez y cols, 2007; Baeza y cols, 2009) y 
crecimiento (Wickens, 2001) además de jugar un papel importante en los 
procesos inflamatorios y en la respuesta inmune, regulando muchas de las 
moléculas implicadas en ellos.  
NFkB es una proteína heterodimérica compuesta por las diferentes 
combinaciones de los miembros de la familia de factores de transcripción 
Rel. Se compone de homo y heterodímeros de cinco miembros de la 
familia Rel incluyendo NFkB 1 (p50), NFkB 2 (p52), p65, Rel B y Rel C. 
Todas las proteínas Rel contienen una región conservada N-terminal, 
llamado RHD (del inglés Rel Homology Domain), esta parte es la que 
contiene el dominio de unión al DNA, mientras que el dominio de 
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dimerización está localizado en la región C-terminal de la RHD. Al final 
del extremo C-terminal se encuentra el NLS (del inglés Nuclear Localization 
Signal), que es esencial para el transporte de complejos activos de NFkB en 
el núcleo. Dependiendo de los dímeros que se formen, la función de este 
factor de transcripción puede ser anti o pro-apoptótica a la vez que anti o 
pro-inflamatoria. Cuando NFkB está inactivo se encuentra en el 
citoplasma de las células unido a proteínas inhibitorias (IkBs) o 
precursores inactivos como p100 y p105 (Pereira y Oakley, 2008)  En 
respuesta a un  estímulo externo o interno, se activan proteínas quinasas 
que pueden activar IkB kinasas (IKKs), IKKα e IKKβ, que fosforilan a las 
IkBs las cuales son ubiquitinadas y degradadas en los proteasomas. A 
partir este momento, NFkB se trasloca al núcleo de la célula donde activa 
la transcripción de diversos genes especialmente de tipo inflamatorio 
(Yamamoto y Gaynor, 2001). Mediante un sistema de retroalimentación 
negativa, la activación de NFkB induce la transcripción de genes IKB para 
así limitar la actividad de NFkB (Sun y cols, 1993; Brown y cols, 1993). 
Tanto IKKβ como NFkB están relacionados con procesos de resistencia a 
insulina y diabetes tipo 2 (Yuan y cols, 2001; Arkan y cols, 2005).  
 
Figura 3.  NFkB se encuentra en el citosol, unido a IkB (proteína 
inhibidora), formando un complejo inactivo. En respuesta a un estímulo, 
se activa el complejo IkB quinasa (IKK), que consta de varias subunidades 
que fosforilan al complejo IkB. Este IkB fosforilado es reconocido por una 
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ubiquitina proteína ligasa E3 específica que produce su poliubiquitinación. 
El proteosoma 26S lo reconoce y se produce la proteólisis, dejando a NFkB 
libre y activo que se transporta del citosol al núcleo, ligándose 




2.2.3.1 NFkB y envejecimiento 
Diversos estudios llevados a cabo en roedores han demostrado que con el 
envejecimiento se da un aumento de la actividad de este factor de 
transcripción. Muchos son los investigadores que han estudiado el efecto 
del envejecimiento en la regulación de NFkB. Existen datos que 
demuestran que la actividad transcripcional de NFkB aumenta con el 
envejecimiento en todos los tejidos. Helenius y cols. (1996) encontraron 
que el corazón, hígado, riñones y cerebro de roedores viejos expresan 
mayores niveles de NFkB que los animales jóvenes. Adler y cols (2007) 
muestran que la unión de este factor de transcripción al DNA aumenta 
con la edad en piel, corazón, bazo, riñones e hígado de ratones. El modelo 
preciso de cómo el envejecimiento afecta a la activación de NFkB aún no 
se conoce. Varios genes inflamatorios están activados por NFkB, por 
ejemplo, citoquinas proinflamatorias como IL-1β (Goto y cols., 1999), IL6 y 
TNFα, así como enzimas proinflamatorias como ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) 
y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (Taylor y cols., 1998). El sistema 
NFkB actúa como un sensor citoplasmático contra cualquier estrés ya sea 
externo o interno como estrés oxidativo, hipoxia… El estrés oxidativo 
provocado por radicales libres es un ejemplo clásico asociado con el 
proceso de envejecimiento (Mann y Oakley, 2005; Chung y cols, 2006). Los 
efectos nocivos de las ROS y RNS dependen de su concentración y del 
microambiente en el que son liberadas. La sobreproducción o la 
producción incontrolada de estas especies reactivas son un factor causal 
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muy importante en el desarrollo del proceso inflamatorio (Hakim, 1993). 
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) están involucradas en la 
activación de NFkB inducida por citoquinas pro-inflamatorias como TNF-
α e IL1β (Stancovski yBaltimore, 1997).  
 
2.2.3.2. Sirtuinas, factores FoxO y NFkB 
La vía del NFkB media la respuesta inmune del invasor y del huésped. La 
inmunidad innata es la forma de defensa más primitiva de los organismos 
multicelulares y es probable que el sistema del NFkB se desarrollara de 
manera simultánea a ésta. Los receptores Toll like (TLRs del inglés Toll like 
receptors) son la parte mejor conservada que se encuentra en el sistema de 
defensa de los mamíferos. La vía de señalización de estos TLRs está muy 
bien estudiada (Helenius y cols, 2001). Brevemente, la vía principal de los 
TLRs está unida al sistema de NFkB mediante diferentes proteínas. IKKβ 
kinasa regula la activación de NFkB mediada por señales inflamatorias. 
Muchos receptores de citoquinas tienen interrelaciones con el sistema de 
NFkB potenciando la respuesta inflamatoria. No es tan importante el 
NFkB por sí mismo como los productos génicos a los que da lugar. Hay 
autores que señalan que genes como Sirtuinas y los factores FoxO pueden 
suprimir la señalización de NFkB y de esta manera retrasar el proceso de 
envejecimiento y prolongar la vida.  
 
Las sirtuinas son enzimas deacetilasas dependientes de NAD+, 
directamente relacionadas con las histonas y muchos factores de 
transcripción como p53, la familia FoxO y PGC-1α (Rodgers y cols, 2005; 
Lagouge y cols, 2006; Sano y Schneider, 2005). Además participan en el 
mantenimiento de la estabilidad genómica, en silenciamiento y en la 
reparación del DNA. Tienen un papel importante en la gluconeogénesis y 
en la movilización lipídica (Finck y Kelly, 2007) y todos los miembros de la 
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familia en mamíferos juegan un papel muy importante en la longevidad y 
el metabolismo relacionándose con muchas enfermedades asociadas al 
envejecimiento como la diabetes, el síndrome metabólico y enfermedades 
neurodegenerativas (Dasgupta y Milbrandt, 2007; Picard y cols, 2004; Sun 
y cols, 2007). SIRT1 es la más estudiada en mamíferos, ésta tiene un papel 
central en la regulación del metabolismo y supervivencia (Dasgupta y 
Milbrandt, 2007). Yeung y cols en 2004 muestran que SIRT 1 se une 
físicamente a la proteína p65/RelA y lo deacetila inhibiendo la activación 
de este componente. Esto demuestra que SIRT1 es un potente inhibidor 
intracelular de la transcripción de NFkB (Yeung y cols, 2004).  
 
Los factores FoxO regulan la resistencia al estrés, el ciclo celular, el balance 
metabólico y la longevidad (Greer y Brunet, 2005). La vía de señalización 
de estos factores tiene un papel importante en la regulación de la 
respuesta inmune de los mamíferos. Lin y cols en 2004 demostraron que 
ratones knockout para FoxO3A desarrollan enfermedades asociadas con la 
respuesta inflamatoria en muchos tejidos. De hecho, esta inflamación 
multisistémica inducida por la pérdida de FoxO3A podría inhibir la 
activación de NFkB (Lin y cols, 2004). 
 
Los factores de longevidad pueden suprimir el proceso de activación de 
NFkB asociado con el envejecimiento. SIRT1 inhibe la activación de NFkB 
y la respuesta inflamatoria, a la vez que induce la señalización de los 
factores FoxO los cuales inhiben el sistema NFkB. Esta interacción entre 
señales nos da unas bases muy interesantes para dilucidar la función de 
los genes de longevidad que, según parece, aumentan la esperanza de 
vida mediante la inhibición de la vía del NFkB.  
 
En resumen podemos afirmar que la activación de NF-kB conduce a la 
inducción de múltiples genes que regulan el sistema inmune y la 
respuesta inflamatoria. Además NFkB tiene un papel importante en el 
______________________________________________________________________ 
Sara Cuesta Sancho 44 
control de la regulación de la proliferación celular y la apoptosis (Wickens, 
2001). Por todo esto, en la actualidad NFkB está considerado como uno de 
los factores de transcripción claves en el proceso de envejecimiento y 
aunque no se conocen de manera precisa los mecanismos por los que toma 
una u otra función, ésta sería determinada por la naturaleza del estímulo.  
  
 
En la Figura 4 se representa un resumen de los cambios bioquímicos y 
moleculares asociados a la respuesta inflamatoria: 
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2.3. APOPTOSIS 
 
2.3.1. Concepto e importancia del proceso de apoptosis 
El proceso de apoptosis fue descrito por primera vez por Curri en 1972 
(Kerr et al., 1972), la apoptosis, también denominada muerte celular 
programada, constituye una forma fisiológica de “suicidio celular” 
programado.  Es un mecanismo esencial en el mantenimiento de la 
homeostasis. Se observa prácticamente en todas las células vivas y su 
desarrollo se traduce en una serie de cambios moleculares que tiene una 
contrapartida morfológica evidenciable. 
 
Los signos morfológicos de apoptosis o “muerte celular programada” son: 
plegamiento de la membrana celular con formación de vesículas, 
condensación cromatínica, fragmentación nuclear y aparición de los 
llamados cuerpos apoptóticos o apoptosomas. 
 
La apoptosis es un fenómeno fisiológico que interviene tanto en la 
destrucción celular durante la embriogénesis, necesaria para la 
implantación, organogénesis e inducción al desarrollo, como en involución 
hormono-dependiente en individuos adultos, muerte celular inducida por 
linfocitos T, destrucción de células inmunes autorreactivas etc. Aunque 
también interviene en procesos anormales como la atrofia patológica 
hormono-dependiente, atrofia de órganos tras obstrucción ductal, muerte 
neuronal, muerte celular secundaria a enfermedades virales, muerte 
celular tras estímulos que a mayores dosis causarían necrosis y como 
mecanismo implicado en la muerte celular debida al síndrome de 
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Los fallos en los mecanismos reguladores de la apoptosis muchas veces se 
traducen en la aparición de neoplasias, enfermedades autoinmunes y/o 
neurodegenerativas. En este aspecto, el proceso de envejecimiento implica 
la acumulación de daño celular y da lugar a la agregación de proteínas en 
las células, en particular, en células post mitóticas, lo cual indica que hay 
deficiencias en los procesos de autofagia y apoptosis. Hay estudios que 
demuestran que hay deficiencias en estos procesos durante el 
envejecimiento (Fadeel y cols, 1999b). El proceso de apoptosis es un arma 
de doble filo porque el incremento en marcadores antiapoptóticos podría 
degenerar en un cáncer pero, por otro lado, la resistencia a la apoptosis en 
células que no están en mitosis previene la eliminación y renovación de 
células de muchos tejidos. 
 
2.3.2. Mecanismos moleculares de regulación de la apoptosis 
 
No se conocen completamente los mecanismos de regulación de la 
apoptosis pero se ha demostrado la participación de dos familias: las 
caspasas y las proteínas de la familia Bcl-2.  
 
 
 La familia Bcl-2 
 
Con el nombre de genérico de Bcl-2 se denomina a una superfamilia de 
proteínas producto de genes estrechamente relacionados con el control del 
ciclo celular. 
La superfamilia Bcl-2 tiene 2 subgrupos diferenciados en su efecto sobre la 
apoptosis, ya que unas son inductoras (Bax, Bad, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bim…) 
y otras inhibidoras (Bcl-2,Bcl-Xl). Confusamente se denomina a la 
superfamilia con el nombre de uno de sus miembros. Si bien, diremos que 
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en general, cuando se hace referencia a Bcl-2 se señala a la variante 
antiapoptótica.  
Tras una señal de daño o estrés celular la respuesta del complejo Bcl-2 es 
dual: Por un lado, las moléculas pro-apoptóticas tienden a situarse 
alrededor de la membrana mitocondrial, que es donde constitutivamente 
se encuentran las anti-apoptóticas. Posteriormente, se produce una 
heterodimerización al unirse variantes pro y anti-apoptóticas, como 
resultado, se desencadena la cascada de la apoptosis fundamentalmente 
por la vía mitocondrial en el caso de que sean mayores las concentraciones 
de las formas pro-apoptóticas. Por el contrario, altas concentraciones de 
variantes anti-apoptóticas confieren a la célula una resistencia a la muerte 
celular programada que puede llevar a persistencia incluso en presencia 
de alteraciones nucleares que en condiciones normales significarían su 
eliminación por parte del propio organismo.  
El papel principal de las proteínas Bcl-2 es el de controlar la homeostasis 
mitocondrial: en determinadas condiciones se forman canales o poros en 
la membrana externa mitocondrial, permitiendo la salida de componentes 
mitocondriales, entre ellos el citocromo c, que además de desempeñar un 
papel fundamental en la cadena de transporte electrónico, es un 
componente esencial de la activación de la caspasa-9 en el citosol.  
 
 Citocromo C 
El citocromo C es un polipéptido de 104 aminoácidos de 15kDa que está 
implicado tanto en la fosforilación oxidativa, como en la apoptosis (Evans 
y Scarpulla, 1988). Presenta escasas variaciones estructurales entre 
mamíferos, de hecho, el 91% de la secuencia de aminoácidos en el hombre 
coincide con la que se ha encontrado en roedores (Evans y Scarpulla, 
1988). Tiene un papel decisivo en la fosforilación oxidativa actuando como 
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transportador de electrones. Por otro lado puede salir al citoplasma en 
respuesta a señales pro-apoptóticas. En el citoplasma participa en una de 
las múltiples vías de la activación de la cascada de las caspasas (Gross y 
cols, 1998; Slee y cols, 1999). Los fenómenos que potencian las señales pro-
apoptóticas no son del todo conocidas pero se ha sugerido que en 
respuesta a señales pro-apoptóticas que involucran al citocromo C se 
produce una traslocación del proteínas de la superfamilia Bcl-2, 
concretamente Bax y Bad, hacia la membrana mitocondrial, donde 
generan inestabilidad estructural (Jurgensmeier y cols, 1998). Como 
resultado, el citocromo C sale al citoplasma (Jurgensmeier y cols, 1998) 
donde se une al factor-proteasa activador de la apoptosis 1 (Apaf-1), d-
ATP, Apaf-3 y pro-caspasa 9 (Jurgensmeier y cols, 1998). Así, la caspasa 9 
es activada y subsecuentemente las caspasas 3, 6 y 7 con el resultado final 
de la muerte de la célula (Slee y cols, 1999; Kuida y cols, 1998).  
 
 
 Las caspasas  
Son una familia de cisteína-proteasas “aspartato-específicas” que poseen 
cisteína en su centro activo y se sintetizan como zimógenos, es decir, 
precursores enzimáticos inactivos. Tienen el papel principal en lo que a la 
destrucción celular se refiere; esto es, son el verdadero mecanismo efector. 
Actúan en cadena, de tal manera que se distinguen 2 grandes grupos: 
caspasas activadoras y caspasas efectoras. Las primeras serían sustrato de 
los numerosos estímulos tanto iniciales como intermedios de la apoptosis 
y activarían a las segundas, verdaderas encargadas de la destrucción 
celular mediante un mecanismo,  muy similar a la cascada del 
complemento. 
Se han identificado gran número de caspasas, pero no todas juegan un 
papel determinante en la apoptosis. De hecho, las caspasas 1 y 5 son 
predominantemente “inflamatorias”, mientras que las caspasas 3, 8 y 9 son 
las más características de los fenómenos de muerte celular programada. 
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Las caspasas presentan claras similitudes en su secuencia de aminoácidos, 
estructura y sustratos. Se presentan como proenzimas de 30-50 kDa con 
tres dominios regulares: Nterminal, una subunidad mayor de 20kDa y 
otra menor de unos 10kDa. Se secretan como zimógenos inactivos y 
aquellas relacionadas con la apoptosis pueden clasificarse como ya se ha 
comentado, en activadoras (2,8,9,10) y efectoras (3, 6, 7). La diferencia 
fundamental está en que las activadoras poseen grandes “pro-dominios” 
N-terminal que emplean para interacciones proteína-proteína. El modo de 
interactuar de estos dos grupos es en cascada (Cohen, 1997). De esta 
manera, la activación de las caspasas activadoras se traduce en interacción 
con las efectoras cuando son zimógenos inactivos y su ulterior activación. 
La activación de las caspasas efectoras conlleva a cambios moleculares y 
en definitiva, funcionales y morfológicos típicos de la apoptosis: detención 
del ciclo celular, alteraciones en la reparación del ADN, inhibición del 
“factor inhibidor de la apoptosis” (XIAP) y desestructuración del 
citoesqueleto. 
Se han descrito cuatro vías fundamentales para la activación de la cascada 
de las caspasas: vía mitocondrial, vía relacionada con los receptores 
asociados a “dominios de muerte celular”, vía de la granzima B y vía 




2.3.3. Vías de inducción de la apoptosis 
 
 Vía mitocondrial (o intrínseca) 
Esta ruta se activa frente a la deprivación de factores tróficos o frente al 
daño celular (como por ejemplo, el provocado por la exposición a las 
radiaciones ionizantes a lo largo de la vida, como en el caso del 
envejecimiento).  
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Tanto los agentes neoplásicos como las radiaciones ultravioleta, la pérdida 
de estímulos tróficos en forma de factores de crecimiento, el daño en el 
ADN o la respuesta inflamatoria sistémica pueden alterar las 
características biofísicas de las diversas membranas biológicas, 
principalmente su potencial de electroquímico. Una de las más sensibles a 
este daño es la membrana mitocondrial. Las alteraciones en el potencial de 
membrana se traducen en una alteración de la  permeabilidad de 
membrana. Esta “permisividad” facilita la salida de proteínas de la 
mitocondria al citosol, en este caso del citocromo C  que enseguida forma 
un heptámero con forma de rueda tras la unión a Apaf-1, Apaf-3, pro-
caspasa 9 y d-ATP para la activación de la caspasa 9, iniciadora de la 




 Vía de los receptores de muerte (o extrínseca ) 
En esta vía se requiere la participación de un grupo de receptores de 
membrana que tienen acoplados dominios intracitoplásmicos llamados 
“de muerte celular” (Mirkes, 2002). Por lo general pertenecen a la 
superfamilia de los receptores para el TNF-α (RTNF) y los mejor 
conocidos son el TNFR, los receptotes “NF-related apoptosis inducing 
ligand” y el sistema Fas/ Fas-ligando (CD 95). Cuando estos receptores se 
unen a sus ligandos se producen una serie de cambios conformacionales 
que se traducen en señales intracelulares pro-apoptóticas. 
La producción de TNF-α por parte de las células inmunitarias en el 
contexto de la respuesta inflamatoria inespecífica, lleva a la unión de esta 
molécula a su receptor cuyos dominios de muerte celular se activan. La 
activación de los dominios de muerte celular en asociación con parte del 
sistema Fas y con proteínas intracelulares como RIP y RAID acaban por 
activar la cascada de las caspasas. 
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El sistema Fas/CD 95 ha sido ampliamente estudiado y es una de las vías 
principales en la destrucción celular vía apoptosis inducida por las células 
T CD8. Se da la autodestrucción de los propios linfocitos T tras realizar sus 
funciones y la destrucción de células inflamatorias en sitios 
“inmunológicamente selectos”. La unión Fas-CD 95 activa su dominio de 
muerte (FADD), que a su vez induce el reclutamiento de la pro-caspasa 8 y 
la formación del “Death Inducing Signaling Complex” (CD 95 + FADD + 
pro-caspasa 8). De este modo la pro-caspasa 8 pasa a caspasa 8 y se inicia 
la cascada efectora (Pinkoski y cols, 2001). 
En cuanto a los “TNF-related apoptosis inducing ligand”,  se trata de un 
sistema muy similar a Fas-APO1-CD95. Sus receptores son DR4 y DR5, se 
expresan constitutivamente y poseen dominios efectores que no necesitan 
adaptadores tipo FADD. Debido a que existen otras proteínas ubicuas que 
competirían con DR4 y 5 por TRAIL (DcR1 y 2) se postula que podrían 
tener un significado antiapoptótico. 
 
El nexo entre la vía mitocondrial y la relacionada con estos receptores se 
cree que podría estar en relación con la activación de la proteína Bid (de la 
superfamilia Bcl-2) que es activada por la caspasa 8 y que, una vez 
traslocada a la mitocondria, activa a otra proteína de la superfamilia Bcl-2 
llamada Bax que facilita la salida del citocromo C al citosol. 
Por otro lado, XIAP es un miembro de la familia de inhibidores de 
apoptosis (del inglés inhibitor of apoptosis (IAP)) el cual ejerce su acción 
inhibiendo la actividad de las caspasas especialmente uniéndose a las 
capasas 3, 7 y 9. Además a elevadas concentraciones es capaz de 
estabilizar la membrana mitocondrial inhibiendo la salida de 
Smac/DIABLO,  HtrA2/Omi… (Holcik y cols, 2001; Bratton y Cohen, 
2003). Hay estudios que demuestran que XIAP protege los islotes 
pancreáticos y mantiene la viabilidad celular mediante un aumento en la 
expresión de proteínas antiapoptóticas (Eberhardt y cols, 2000; Simons y 
cols, 1999; Nomura y cols, 2003) 
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 Vía de la granzima B 
Es la vía empleada predominantemente por las células NK y los linfocitos 
T CD8, responsables, entre otras, de la destrucción de las células 
infectadas por virus y neoplásicas. 
Para cumplir dicha misión tienen dos mecanismos de inducción de la 
apoptosis en la célula a destruir: 
 
 a través de la vía ya descrita que emplea el receptor Fas   
 mediante exocitosis de gránulos que contienen perforinas y 
granzima B (GB). 
 
En realidad, la perforinas crean poros en la membrana celular que facilitan 
el paso de la GB. La GB es otra serín proteasa con gran similitud con las 
caspasas en lo que a su especificidad por el sustrato se refiere (Berthou y 
cols, 1998). Tiene 2 mecanismos de acción principales que son 
complementarios: uno nuclear, que altera el ciclo celular al estimular la 
ciclina CdC283 y otro que en el citosol activa a la caspasa 3. Este segundo 
mecanismo necesita la presencia de cofactores mitocondriales como son 
Smac/ Diablo y Htra/ oni84 y puede ser neutralizado por Bcl-2 o bien 
puede activar la secuencia Bid-Bax ya descrita.  
El efecto final consiste en la interacción con la enzima endonuclear 




 Vía relacionada con el retículo endoplasmático (RER) 
Como respuesta a las señales de estrés celular, el RER puede acumular 
moléculas proteicas en su interior, o bien alterar la estructura de otras que 
ya se encuentran en su superficie externa. En esta vía es de vital 
importancia la participación de la caspasa 12, localizada en la cara externa 
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de la membrana del RER. La caspasa 12 estaría, inicialmente, anclada 
como pro-caspasa 12 en la membrana del RER y sería activada por otra 
proteasa, la calpaína M, quien escindiría su predominio N-terminal y así la 
activaría (Lamkanfi y cols, 2002). Este mecanismo está todavía en 
discusión ya que en la especie humana la caspasa 12 es inactiva la mayoría 
de las veces (Lamkanfi y cols, 2002). Como la caspasa 9, la caspasa 12 
también tiene un dominio de anclaje/reclutamiento, de tal manera que se 
postula que también podría unirse a moléculas como Apaf-1 para la 
formación de complejos pro-apoptóticos (Putcha y cols, 2003). Otra 
posibilidad es que la llegada de señales de estrés celular al RER induzca la 
traslocación hacia la membrana mitocondrial de la kinasa JNK quien 
fosforilaría a Bim, de la superfamilia Bcl-2, quien a su vez, a través de Bax, 
facilitaría la salida del citocromo C al citoplasma. 
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2.3.4. Mecanismos de protección frente a la apoptosis 
Factores tróficos como IGF-I, insulina, EGF, PDGF o NGF tienen vías de 
señalización que previenen el desencadenamiento de la apoptosis a través 
de la fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa. Además los factores de crecimiento 
inducen supervivencia a través de su habilidad para inducir la 
fosforilación de Bad (del Peso y cols., 1997), creando una zona de unión 
para la proteína adaptadora 14-3-3, de forma que una vez unida, Bad es 
incapaz de heterodimerizarse e inhibir el efecto de supervivencia de las 
proteínas Bcl-2 o Bcl-XL. Por otra parte AKT fosforila e inhibe la caspasa-9 
humana. Otros trabajos indican que esta misma proteína actúa por encima 
de la caspasa-9, previniendo la salida del citocromo-c y, por lo tanto, 
manteniendo la integridad de la membrana mitocondrial. Los mecanismos 
moleculares por los que la proteína Ras protege frente a la apoptosis se 
han relacionado con la activación de diversas vías de señalización, como 
PI3-quinasa/AKT o como la ruta Raf/MAP-quinasa e incluso con la 
expresión de Bcl-2. Los trabajos que implican a la Ras en la inducción de la 
apoptosis son cada vez más numerosos y parecen sugerir la existencia de 
dos rutas de señalización distintas a partir de Raf, una anti-apoptótica 
(MEK/MAPK) y otra pro-apoptótica, hasta el momento desconocida. El 
balance de las dos vías estaría regulado por el suero y/o factores de 
crecimiento, de manera que en presencia de los mismos, el efecto anti-
apoptótico de MEK/MAPK, predominaría frente a la señalización 
apoptótica en la que estarían implicadas Ras/Raf. Mientras que la 
ausencia de estos factores de crecimiento, potenciaría esta última vía, 
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3. HORMONA DE CRECIMIENTO (GH) 
 
La hormona de crecimiento (GH, del inglés growth hormone) es la hormona 
adenohipofisaria más abundante. En condiciones normales, la hipófisis 
humana contiene entre 5-10 mg de GH, lo que supone un 10% del peso de 
la glándula. Su principal acción es estimular el crecimiento corporal 
aunque, a diferencia de otras hormonas adenohipofisarias la GH carece de 
un órgano diana definido, siendo el crecimiento corporal, en gran medida, 
resultado de sus múltiples e importantes acciones sobre el metabolismo.  
Es sintetizada por las células somatotropas de la adenohipófisis, 
almacenada en vesículas en el citoplasma celular y secretada en forma de 
descargas puntuales. Es una hormona peptídica que consta de 191 




3.1. Secreción y regulación de la GH 
La síntesis y secreción de GH están reguladas por el hipotálamo mediante 
dos neurohormonas: una de carácter estimulador, la hormona liberadora 
de la hormona de crecimiento (GHRH de inglés Growth hormone-releasing 
hormone) que estimula la secreción y otra de carácter inhibidor, la 
somatostatina (SS) que inhibe la secreción de GH. La liberación de estas 
neurohormonas a la circulación portal hipotálamo-hipofisaria ocurre de 
forma rítmica y alternante, lo que lleva a que la secreción de GH se 
produzca en forma de picos de secreción, que se originan por un aumento 
de la liberación de GHRH y una disminución de la liberación de SS. Otros 
factores tales como hormonas, neurotransmisores, factores metabólicos y 
otros neuropéptidos participan en el control de la secreción de GH. 
Alguno de ellos puede actuar directamente sobre la hipófisis pero la 
mayoría actúa sobre el hipotálamo regulando la liberación de GHRH y SS.  
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La secreción de esta hormona se produce de manera episódica con fases de 
brusca liberación separadas entre sí con periodos en los que no hay 
secreción. Este patrón de secreción es debido al vertido rítmico y 
alternante con un desfase de 180º de GHRH y SS a la circulación portal. 
Cada pico de secreción se corresponde con un aumento de la secreción de 
GHRH junto a una disminución de secreción de SS, y viceversa. Este 
patrón parece ser fundamental para la acción de la hormona ya que 
impediría la aparición de fenómenos de desensibilización en las células 
diana.  
 
El patrón de secreción de la GH presenta una gran variabilidad con pulsos 
de mayor amplitud y menores niveles entre pulsos en varones. Estos 
pulsos de mayor tamaño se dan en la pubertad, etapa en la cual empiezan 
a disminuir progresivamente. En ancianos la secreción está muy 
disminuida considerándose uno de los factores responsables de los 
cambios somáticos que se producen en el envejecimiento.  
 
 
Figura 6. Regulación de la secreción de GH  
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Además la secreción de GH está regulada de manera periférica, así se 
estimula por el estrés, el ejercicio físico, la hipoglucemia y, algunas drogas, 
como la bromocriptina; mientras que el aumento de la glucosa sanguínea 
inhibe su secreción.  El descenso de ácidos grasos libres (AGL) estimula la 
secreción de GH y anulan su pulsatilidad. El aumento de la glucosa 




3.2. Receptor y señalización de la GH 
Los efectos de la GH están mediados a través de la unión a su receptor que 
pertenece a la superfamilia de los receptores hematopoiéticos (Derfalvi y 
cols., 1998) en la que también se incluyen las interleuquinas IL-3, 4, 6, 7 y 
la cadena β del receptor de la IL-2 (Bazán, 1990). La unión de una 
molécula de GH al dominio transmembrana del receptor implica la 
formación de un complejo que activa la proteína tirosina Janus Kinasa 
(JAK-2) fosforilando un transductor de señal y activando las proteínas 
STAT que son las que controlan la transcripción de muchos genes (Postel-
Vinay y Finidori., 1995). Además la activación de JAK-2 por la unión de la 
GH a su receptor conlleva la fosforilación de muchas otras proteínas 
intracelulares como Ras, Raf, serina/treonina kinasas, PI-3 kinasa, 
Akt/proteína kinasa B, MAPK (proteina kinasa activada por mitógeno), 
PLC (fosfolipasa C) y PKC (proteina kinasa C). Todas ellas tienen un papel 
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Vía de señalización
 
Figura 7. Receptor y señalización de la GH 
 
 
3.3. Efectos de la GH 
A diferencia del resto de homonas, la GH no tiene un órgano diana único 
sino que ejerce sus acciones sobre todo el organismo.  
Sobre el sistema esquelético su principal función es el mantenimiento de 
un crecimiento corporal armónico y la consecución de una talla adulta 
normal. Estos efectos se obtienen tanto por acción directa de la GH sobre 
los tejidos como a través del incremento de la síntesis de IGF-I (insulin-like 
growth factor-I), fundamentalmente en el hígado y en el hueso.  
Sin embargo el efecto biológico más importante de la GH se produce sobre 
el metabolismo mediante sus acciones anabolizantes, lipolítica e 
hiperglucemiante.  
Por último la GH también ejerce importantes efectos sobre el sistema 
inmunitario, la hematopoyesis, el sistema cardiovascular, el sistema 
nervioso, las gónadas, el equilibrio hidrosalino etc.  
 
 
3.4. Factores de crecimiento tipo insulina (IGF) 
Los factores IGF-I son pequeños péptidos que reciben este nombre por su 
similitud estructural con la insulina. Actúan en el organismo como 
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importantes reguladores del crecimiento y ejercen sus funciones mediante 
mecanismos endocrinos, paracrinos y autocrinos. Como sucede con otros 
factores de crecimiento, los IGF tienen una expresión ubicua y ejercen sus 
acciones sobre un gran número de órganos y tejidos. Los cambios que se 
observan a lo largo de la vida en los niveles plasmáticos de estos factores 
de crecimiento van en paralelo a los cambios observados en la secreción de 
GH que es el principal regulador de su síntesis, los estrógenos también 
son capaces de estimular su transcripción siendo responsables del 




3.5. Somatopausia  
Con la edad se produce una reducción progresiva de la producción de GH 
que conduce a una situación en la que los ancianos presentan una 
disminución de los niveles de GH e IGF-I con respecto a los individuos 
jóvenes, tanto en humanos como en animales de experimentación (Breesey 
cols, 1991; Corpas y cols, 1993; D'Costa y cols, 1993). La persistencia de la 
producción de GH, incluso tras la finalización del período de crecimiento 
prueba la importancia de los efectos metabólicos de dicha hormona. De 
hecho, varias de las alteraciones que aparecen en la vejez, como la 
disminución de la masa y fuerza muscular, el incremento del tejido 
adiposo, la reducción de la densidad mineral ósea y del grosor de la piel, 
se asemejan a las presentadas por los individuos con SDGHA, por lo que 
han sido relacionadas con la disminución de  la producción de GH e IGF-I 
(Corpas y cols., 1993), llegándose a acuñar el término “somatopausia” para 
referirse a este fenómeno. Por tanto, podría considerarse el envejecimiento 
como una forma fisiológica de “déficit de GH del adulto” (Toogood y 
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4. MELATONINA 
 
La melatonina es una molécula de al menos dos mil millones de años 
(Poeggeler y Hardeland., 1994; Macías y cols., 1999), que está presente en 
todos los animales y plantas con la misma estructura molecular. Se cree 
que la melatonina apareció con la misión fundamental de “neutralizar el 
efecto dañino del oxígeno” como productor de radicales libres, poseyendo 
un potente efecto antioxidante.  
La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina es una indolamina descrita 
por primera vez por McCord y Allen (1917) y aislada por Lerner y cols en 




4.1. Síntesis y regulación de la secreción de melatonina 
La melatonina se sintetiza a partir del triptófano (aminoácido aromático 
esencial). Esta biosíntesis tiene lugar en la glándula pineal y en otros 
tejidos productores de melatonina como la retina (Grace y cols., 1991), 
glándula lacrimal (Mhatre y cols., 1988), cuerpo ciliado del iris (Aimoto y 
cols., 1985), ovario (Itoh y cols., 1997), sistema inmune (Guerrero y Reiter., 
2002), aparato digestivo (Bubenik., 1980; Vakkuri y cols., 1985a; Huether y 
cols., 1992; Tan y cols., 1999b) y el sistema portal hepático (Huether y cols., 
1992).  
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Figura 8. Biosíntesis de la melatonina a partir del triptófano. NAT: N-
acetil-transferasa; HIOMT: hidroxiindol-O-metil transferasa 
 
La actividad de la N-acetil-transferasa determina el ritmo pineal de 
producción hormonal. Puede regularse mediante la expresión génica o 
mediante la activación y estabilidad de la enzima (para revisión ver 
Hardeland., 2008).  
La expresión de la enzima puede regularse por vía nerviosa controlada 





4.2. Mecanismo de acción de la melatonina 
La melatonina es una molécula bastante liposoluble que atraviesa 
fácilmente por difusión simple la bicapa de la membrana del pinealocito. 
Esto da lugar a que el estímulo de la síntesis de melatonina en la glándula 
pineal eleva muy rápido sus niveles en plasma y en todos los 
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compartimentos del organismo (Reiter., 1991b). La melatonina es 
transportada unida a la albúmina (70%) y libre en plasma (30%). La vida 
media en plasma oscila entre 20 y 40 minutos (Illerova y cols., 1979; 
Vakkuri y cols., 1985b). De cualquier forma los niveles plasmáticos de 
melatonina están condicionados por el ciclo luz/oscuridad siguiendo un 
ritmo circadiano con concentraciones altas durante la noche y basales 
durante el día (Menéndez-Peláez y cols., 1987; Reiter., 1991a).  
 
Los mecanismos de acción de la melatonina pueden dividirse en dos: 
 
 Mediados por la unión a su receptor (de membrana o 
nuclear) 
 Independientes de receptor (interacción con proteínas 
intracelulares y actividad antioxidante). 
 
 
Receptores de membrana  
MT1 y MT2 se encuentran acoplados a proteínas G inhibidoras y ejercen 
su acción principalmente mediante la inhibición de la adenilatociclasa 
haciendo que disminuya el AMPc intracelular, disminuyendo a su vez la 
actividad de la proteína quinasa A y fosforilando CREB. Los receptores 
MT1 se expresan especialmente en cerebro y en otras regiones del sistema 
nervioso central, vasculatura de ciertos órganos y células del sistema 
inmunitario (Martin y cols., 1982; Song y cols., 1997; García- Perganeda y 
cols., 1999). Los MT2 se encuentran en la retina y en otras estructuras 
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Receptores nucleares 
Son proteínas localizadas en el interior del núcleo capaces de unirse a la 
región reguladora de algunos genes. Cuando estas proteínas se unen a su 
ligando específico se activan y son capaces de regular la actividad de la 
RNA polimerasa II necesaria para la expresión génica.  
 
 
Interacción con proteínas intracelulares 
La unión de la melatonina a los sitios de unión no mediados por receptor 
como unión a: 
 
 calmodulina cuya función es quelar calcio por lo que puede 
modular actividad de muchas enzimas. 
 calreticulina diversas funciones como la actividad de las 
chaperonas, la homeostasis intracelular del Ca2+ y la 
regulación de la adhesión celular mediante integrinas. 
 PKC es una quinasa de serina y treonina activada por Ca2+. 
Fosforila diversos sustratos y modifica la estructura del 
citoesqueleto. 
 
La unión de la melatonina a sitios de unión no mediados por receptor 
permite explicar por qué no se libera en grandes cantidades al torrente 
sanguíneo (aunque es capaz de atravesar las membranas biológicas) y 





4.3. Acciones antioxidantes de la melatonina 
La primera observación de que la melatonina tenía propiedades 
antioxidantes la realizaron Lanas y cols. en 1991. Después fue confirmada 
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por Tan y cols en 1993 (Tan y cols., 1993b) que demostraron que la 
melatonina neutraliza OH¯.  
Son miles los trabajos que demuestran la capacidad de la melatonina para 
reaccionar con los ROS. Su acción directa se debe a que la melatonina y 
alguno de sus metabolitos poseen la capacidad de depurar por sí mismos 
algunas especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (Acuña-Castroviejo y 
cols., 2001; Reiter y cols., 2003b). Además la melatonina es capaz de 
estimular la actividad y expresión de otros sistemas antioxidantes dando 
lugar a la reducción de estrés oxidativo (Antolín y cols., 2002; Mayo y 
cols., 2002) 
Estimula el ciclo del glutatión, aumentando la actividad de la GPx y GR, 
regulando así el balance GSSG/GSH (Pablos y cols., 1998; Martín y cols., 
2000a). Además aumenta la producción de glutatión mediante 
 
 estimulación de la γ–glutamatocisteína sintasa, limitante en la ruta 
de síntesis de glutatión (Urata y cols., 1999). 
 estimulación de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, encargada de 
generar NADPH requerido por la GR (Pierrefiche y Laborit., 1995). 
 
La melatonina estimula otras enzimas antioxidantes como la SOD (Antolín 
y cols., 1996) y la catalasa (Coto-Montes y Hardeland., 1999; Acuña-
Castroviejo y cols., 2001; Reiter y cols., 2003a). También inhibe enzimas 
generadoras de radicales libres como la aminolevulinato sintasa (Antolín y 
cols., 1996) y la NOS (Pozo y cols., 1994; 1997). La melatonina también 
ejerce una acción sinérgica con otros antioxidantes como las vitaminas E y 
C (Reiter y cols., 2003a).  
Además de todo esto es un agente neuromodulador e inhibe la 
translocación  del factor de transcripción NFkB al interior del núcleo 
(Chuang y cols., 1996).  
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4.4. Melatonina y envejecimiento 
 
La edad influye fuertemente en el ritmo circadiano de melatonina. Los 
recién nacidos y hasta los tres meses de vida producen cantidades muy 
elevadas de melatonina en relación con los adultos pero carecen de ritmo 
circadiano. Los niveles plasmáticos nocturnos y diurnos empiezan a 
diferenciarse al final del primer año de vida (Waldhauser y cols., 1993; 
Reiter., 1998). Durante la pubertad encontramos que hay una caída en los 
valores nocturnos de esta hormona. Este ritmo circadiano se mantiene 
hasta los 45-65 años, periodo en el cual decae progresivamente hasta 
igualarse los valores diurnos y nocturnos (Reiter., 1995b). El ciclo 
menstrual, la exposición solar, los fármacos (β bloqueantes), el ejercicio y 
el estrés son algunos factores que afectan al ritmo circadiano de 
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Debido a su situación anatómica y a sus múltiples funciones bioquímicas, 
el hígado tiene un papel central en el metabolismo. Es la central 
metabólica del organismo, regula los niveles de metabolitos en el plasma 
para asegurar el adecuado suministro de los mismos al cerebro, músculo y 
otros órganos periféricos.  
La organización estructural del parénquima hepático y los elementos 
vasculares de este órgano, son los más idóneos para llevar a cabo esta 
función. Todos los nutrientes que se absorben en el intestino (a excepción 
de los ácidos grasos), se liberan en la vena porta que drena directamente 
en el hígado. Además  de los productos de la digestión, todos los fármacos 
ingeridos y otros xenobióticos pasan por el hígado antes de entrar a la 
circulación sistémica. Podemos considerar el hígado, órgano que actúa así, 
como un “vigilante” interpuesto entre el tubo digestivo y el resto del 
organismo para controlar y distribuir tales nutrientes. El hígado juega un 
papel central en el metabolismo de los hidratos de carbono, especialmente 
en el mantenimiento de las concentraciones circulantes de glucosa. Juega 
también un papel importante en el metabolismo de lípidos, aminoácidos, 
en la síntesis y degradación de las proteínas plasmáticas y en el 
almacenamiento de vitaminas y minerales. Tiene la capacidad de 
metabolizar, y por tanto desintoxicar una variedad amplia de 
xenobióticos. También tiene una función excretora por la que los 
productos de desecho metabólico son segregados a un sistema ramificado 
de conductos conocido como árbol biliar, que a su vez drena en el 
intestino delgado; los constituyentes de la bilis son finalmente eliminados 
por las heces. 
Es especialmente importante la función del hígado como "regulador de la 
glucemia". Aunque es sensible a distintas hormonas, la concentración de 
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glucosa en plasma es en sí el verdadero sensor que alerta al hígado del 
estado metabólico del organismo. Dos proteínas hepáticas intervienen en 
este proceso: la proteína transportadora de glucosa GLUT2 y la 
glucokinasa, proteína enzimática que cataliza la fosforilación de la glucosa 
en el hepatocito. El suministro de glucosa hepática al torrente sanguíneo e 
indirectamente a los tejidos extrahepáticos está asegurado por la actividad 
glucosa 6 fosfato fosfatasa, ligada al retículo endoplásmico de los 
hepatocitos. Es de destacar que le hígado posee G6Pasa que permite la 
liberación de glucosa a la sangre. También lleva a cabo la ruta de la 
gluconeogénesis al biosintetizar glucosa a partir de precursores no 
glucídicos (piruvato, lactato, glicerol y ciertos aminoácidos). En estado de 
ayuno, el hígado libera 9 g de glucosa/hora a la sangre para mantener sus 
niveles en la circulación periférica. 
El hígado también juega un papel importante en el metabolismo de 
proteínas. La mayoría de las proteínas plasmáticas se sintetizan en el 
hígado que son esenciales para cumplir determinadas funciones del 
organismo y constituyen la mayor parte de sólidos del plasma. La 
concentración total de estas proteínas en sangre es de entre 6 a 8 gr. por 
cada 100ml. La enfermedad hepatocelular puede alterar la síntesis de 
proteínas tanto cuantitativa como cualitativamente. Además, el hígado 
sintetiza una serie de proteínas de fase aguda. La producción de estas 
proteína es estimulada en respuesta a citoquinas pro-inflamatorias 
liberadas por los macrófagos y de entre ellas la IL6, Il-1β y el TNF-α tienen 
un papel fundamental.  
 
El hígado es un órgano que preserva su función relativamente bien con el 
envejecimiento. El hecho de que tenga esa “resistencia” a los cambios 
inducidos por la edad en el organismo en general podría deberse a su gran 
reserva funcional y su capacidad de regeneración. A pesar de esto, no se 
ve totalmente exento de sufrir cambios con la edad. 
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5.2. Cambios morfológicos y funcionales debidos al envejecimiento 
Con el envejecimiento se puede observar que tanto el tamaño como el 
peso y el flujo sanguíneo del hígado disminuyen, mientras que la fibrosis 
aumenta. Aparecen macrohepatocitos y hepatocitos poliplodes y 
multinucleados (Popper H, 1986; Anantharaju A  y cols., 2002). Se reduce 
el número de mitocondrias y su densidad matricial tanto en ratas como en 
humanos (Popper H, 1986). El retículo endoplasmático rugoso (RER) de 
los hepatocitos de ratas viejas parece estar reducido y esta reducción 
podría implicar una disminución en la capacidad de síntesis proteica de 
los hepatocitos. Aunque con el envejecimiento se dan una serie de cambios 
morfológicos en el hígado, los parámetros bioquímicos de función 
hepática no se ven generalmente alterados. Parece que en animales de 
experimentación la capacidad funcional de las células de Kupffer se 
reduce con la edad  (Popper H, 1986; Anantharaju A y cols., 2002). En 
cuanto a la actividad de los enzimas hepáticos, se produce una 
disminución de algunos de los relacionados con la respiración 
mitocondrial y la síntesis de ATP, así como con el metabolismo de la 
glucosa (Tollet-Egnell P y cols, 2001). También se hace más lenta la 
capacidad de regeneración, dando lugar a una mayor mortalidad tras 
resección hepática parcial en los pacientes mayores (Popper H 1986; 
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El páncreas es una glándula alargada anexa al aparato digestivo, anidada 
alrededor del duodeno, con una función digestiva exocrina y una función 
endocrina basada en los islotes de Langerhans. En condiciones normales, 
el páncreas humano pesa entre 50 y 65 gramos, de los que solo un gramo 
corresponde a tejido insular. Al microscopio, los islotes se ven como 
grupos de células relativamente pálidas diseminadas por el tejido 
exocrino. El número de islotes oscila entre 250.000 y 1.750.000; su diámetro 
aproximado es de 150 µm, y son más numerosos hacia la cola del 
páncreas, aunque se encuentran distribuidos por todo el órgano.  
 
En el islote se diferencian distintos tipos celulares especializados en la 
producción de diferentes hormonas.  
 
 Células beta (β): producen y liberan insulina. La insulina es una 
hormona que regula el nivel de glucosa en la sangre, facilitando el 
uso de glucosa por las células y retirando el exceso de glucosa que 
se almacena en el hígado en forma de glucógeno. Además estas 
células producen TRH y constituyen alrededor de un 70% de las 
células de los islotes.  
 
 Células alpha (α): sintetizan y liberan glucagon. El glucagon 
aumenta el nivel de glucosa sanguínea estimulando la formación de 
ésta a partir del glucógeno almacenado en los hepatocitos. También 
tiene efecto en el metabolismo de las proteínas y grasas. La 
hiperglicemia inhibe la secreción de glucagon. Representan entre el 
10-20% del tamaño del islote.  
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 Células delta (δ): producen somatostatina, se cree que regula la 
producción y liberación de la insulina por las células β, así como la 
producción y liberación de glucagon por las células α.  
 
 Células PP: producen polipéptido pancreático 
 
 Células épsilon (ε): hacen que el estómago produzca y libere 
ghrelina.  
 
Estas células endocrinas representan el 60% de las células de los islotes. El 
resto son células nerviosas endoteliales y células del tejido conectivo 
incluyendo fibroblastos y macrófagos. Además, las células de los islotes 
contienen metaloproteinasa, metalotienina, kinasas dependientes de 
ciclina, factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF), y otros 
péptidos y enzimas. Así, la función del islote no es solo secretar insulina y 
otras hormonas pancreáticas, sino que puede ser considerado como un 
órgano complejo cuya misión principal es mantener la homeostasis de la 
glucosa. 
 
La organización de estas células varía de unas especies a otras, pero de 
forma general puede decirse que las células α y δ se encuentran en la 
superficie, rodeando a las células β situadas en el centro del islote. En el 
humano existen grandes vasos que dividen el islote en unidades, cada una 
de las cuales consiste en una unidad central rodeada por células α y δ. En 
el hombre y otras especies  se ha establecido que la composición celular 
endocrina así como su distribución en los islotes es diferente entre las 
distintas regiones del páncreas de acuerdo con su diferente embriología, 
vasculatura, tipo de células exocrinas y contenido de hidrolasa. La 
proporción de células β es menor en los islotes del área ventral (17%) 
comparada con los islotes del área dorsal (74%). La región periférica de 
ambos tipos de islotes contiene células productoras de polipéptido 
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pancreático, glucagón y somatostatina. En los islotes del área ventral, las 
células productoras de polipéptido pancreático representan un porcentaje 
mucho mayor con respecto al número total de células endocrinas 
comparadas con las células α productoras de glucagón. En el caso de 
islotes de área dorsal ocurre lo contrario. El número de células δ 
productoras de somatostatina es del mismo orden de magnitud para los 
dos tipos de islotes. Esta distribución de las células endocrinas de los 
islotes no es al azar y sugiere una posible interrelación funcional entre los 
distintos tipos celulares. Se postula que la actividad de la célula β en los 
islotes ventrales y dorsales podría estar influenciada por las diferencias en 
las concentraciones locales de las hormonas secretadas por las otras 
células endocrinas y/o por comunicaciones directas entre las células 
endocrinas vecinas. Estas distintas proporciones entre las células 
endocrinas podrían verse alteradas en algunos casos como por ejemplo la 
pancreatitis crónica.  
 
Las hormonas pancreáticas juegan un papel fundamental regulando el 
metabolismo de los nutrientes en el organismo. Su papel mejor conocido 
es el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. El organismo 
necesita que los niveles de glucosa en sangre varíen lo mínimo posible y 
las hormonas responsables del mantenimiento de los niveles plasmáticos 
de glucosa son la insulina y el glucagon. Ambas se consideran las 
principales hormonas reguladoras de la homeostasis metabólica debido a 
que fluctúan continuamente en respuesta al patrón diario de alimentación. 
 
La insulina es la principal hormona anabólica que promueve el 
almacenamiento de nutrientes:  
 
 Almacenamiento de glucosa en forma de glucógeno en hígado y 
músculo.  
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 Conversión de glucosa en triglicéridos en el hígado y su 
almacenamiento en el tejido adiposo.  
 Captación de aminoácidos y síntesis de proteínas en el músculo 
esquelético.  
 Aumenta la síntesis hepática de albúmina y otras proteínas de la 
sangre.  
 Promueve la utilización de glucosa por los tejidos.  
 
La insulina va a jugar un papel central en el control del metabolismo 
intermediario y tiene efecto no solo sobre el metabolismo de los hidratos 
de carbono, sino también sobre el metabolismo de lípidos y proteínas. Por 
todo esto, alteraciones en la producción de insulina puede tener efectos 
devastadores en la mayor parte de órganos y tejidos.  
La insulina estimula la captación de sustratos combustibles en algunas 
células, el almacenamiento de lípidos y glucógeno y la biosíntesis de 
macromoléculas (ácidos nucleicos y proteínas). Los efectos específicos 
consisten en el aumento de la captación de glucosa en el músculo y el 
tejido adiposo; la activación de la glicolisis en el hígado; el aumento de la 
síntesis de ácidos grasos y triacilgliceroles en el hígado y tejido adiposo; la 
inhibición de la gluconeogénesis en el hígado; el aumento de la síntesis de 
glucógeno en hígado y músculo; el aumento de la captación de 
aminoácidos en el músculo con la consiguiente activación de la síntesis de 
proteínas musculares, y la inhibición de la degradación proteica. Debido a 
estas acciones podemos considerar la insulina como un factor de 
crecimiento. 
 
El glucagon actúa para mantener la disponibilidad de combustible en 
ausencia de glucosa. Estimula la liberación de glucosa a partir del 
glucógeno hepático (glucogenolisis) y estimula su formación 
(gluconeogénesis) a partir de láctico y aminoácidos. Junto con el descenso 
de la insulina induce la movilización de los ácidos grasos de los 
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triglicéridos del tejido adiposo para proporcionar una fuente alternativa 
de combustible. 
Aunque el hígado es el primer tejido diana mas importante para el 
glucagon se han identificado receptores para éste en otros tejidos como 
cerebro (se ha sugerido un posible papel neuroendocrino), riñón (ayuda a 
mantener la homeostasis electrolítica), islotes pancreáticos (aumenta la 
liberación de insulina), corazón (aumenta el ritmo cardíaco) y tejido 
adiposo (aumenta la lipólisis). 
El efecto principal del glucagón en el hígado es aumentar la concentración 
de AMP cíclico (cAMP) en las células hepáticas, con el consecuente 
aumento del grado de fosforilación de los enzimas de las vías metabólicas. 
El resultado es un aumento de la glucogenolisis y una inhibición de la 
síntesis de glucógeno. Además al activar a la fructosa 2,6 bifosfato, el 
glucagon produce también la inhibición de la piruvato kinasa del hígado, 
causando la acumulación de fosfoenol piruvato (PEP), lo que impulsa la 
gluconeogénesis e inhibe la glicolisis. El glucagon aumenta también los 
niveles de cAMP en el tejido adiposo,  aumentando la fosforilación de la 






6.2. Diabetes Mellitus 
 
La diabetes mellitus constituye con diferencia la principal patología que 
afecta al páncreas endocrino. Es un síndrome orgánico multisistémico que 
tiene como característica el aumento de los niveles de glucosa en sangre o 
hiperglucemia, atribuible a defectos en la secreción de insulina, en su 
acción o ambos. Se trata de una enfermedad compleja en la que coexiste 
un trastorno global del metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y 
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proteínas. Es multifactorial por la existencia de múltiples factores 
implicados en su patogénesis. Se calcula una prevalencia estimada en la 
población adulta del 7,4 % con un valor esperado de alrededor del 9% 
para el 2025. Aunque existen varios tipos de diabetes, la mayoría de casos 
corresponde a dos clases principales: la diabetes mellitus tipo 1 y diabetes 
mellitus tipo 2.  
 
 La DM tipo 1 se caracteriza por una destrucción masiva de las 
células ß del páncreas, de manera que la secreción de insulina es 
nula o insignificante (en un diagnóstico precoz la secreción puede 
estar sólo disminuida).  
 En la DM tipo 2, la deficiencia de insulina no es tan marcada y el 
trastorno principal es la resistencia de los tejidos periféricos a la 
acción de la hormona.  
 
Independientemente del tipo de diabetes mellitus, un mal control de los 
niveles de glucosa en la sangre propicia el desarrollo de complicaciones 
secundarias como cetoacidosis, macro y microangiopatías, arteriosclerosis, 




6.3. Cambios morfológicos y funcionales debidos al envejecimiento 
 
Durante el envejecimiento se ha observado que la capacidad secretora de 
las células del islote disminuye dando lugar, en primer lugar, a lo que se 
conoce como resistencia a insulina y, con el tiempo, desembocando en una 
diabetes mellitus tipo 2.  
 
La diabetes tipo 2 se caracteriza por un complejo mecanismo 
fisiopatológico, cuyo rasgo principal una deficiente utilización periférica 
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por los tejidos de glucosa (resistencia a la insulina) asociada o no a un 
déficit relativo de producción de insulina vinculado con una menor 
sensibilidad de las células β a la glucosa. Se desarrolla a menudo en etapas 
adultas de la vida, y es muy frecuente la asociación con la obesidad. El 
defecto básico es, como se ha mencionado anteriormente, la resistencia de 
los tejidos periféricos a la acción de la insulina y en menor grado, una 
deficiencia relativa de secreción de la hormona La mayoría de expertos 
considera que la resistencia a la insulina es el fenómeno primario, 
mientras que la deficiencia de la secreción, aparece como resultado de la 
hiperglucemia sostenida y la sobre estimulación persistente de la célula β. 
Es el tipo de diabetes más frecuente. Como el defecto fundamental es la 
deficiente respuesta de los tejidos a la acción de la insulina, los niveles 
plasmáticos de la hormona pueden ser normales e incluso elevados, la 
hiperglucemia se desarrolla en forma gradual y el riesgo de cetoacidosis es 
bajo, ya que no se acompaña de lipolisis exagerada. Suele ser asintomática 
durante un tiempo prolongado y las primeras manifestaciones aparecen a 
partir de los cuarenta años de edad. Sin embargo, los trastornos 
metabólicos subyacentes se traducen en aumento de peso, modificación 
del perfil lipídico, incremento de las cifras de presión arterial y daño 
vascular. 
 
Comprende defectos prerreceptor (bien sea porque se produce una 
molécula de insulina anormal o por la presencia de anticuerpos contra la 
insulina), defectos del receptor (como resultado de mutaciones específicas) 
o defectos postreceptor, que implican tanto las mutaciones en las 
moléculas transportadoras de glucosa, como la síntesis deficiente de 
transportadores y las alteraciones de translocación de GLUT-4. 
Los defectos prerreceptor comprenden: alteraciones en la estructura 
terciaria o cuaternaria de la molécula, unión de anticuerpos neutralizantes 
contra insulina y síntesis aumentada de hormonas contrarreguladoras 
(glucagón, hormona de crecimiento, glucocorticoides y catecolaminas. Los 
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defectos del receptor, están relacionados con mutaciones genéticas 
puntuales que generan un receptor con poca afinidad por la insulina o 
incapaz de autofosforilarse. En cuanto a los defectos postreceptor, cabe 
considerar tanto los defectos de activación de las IRS, que intervienen en 
numerosas reacciones intracitoplasmáticas conducentes a las conocidas 
acciones insulínicas, como de los transportadores de glucosa. Las 
mutaciones de los genes que codifican para los distintos transportadores 
de glucosa son poco comunes y entre ellas han sido identificadas diversas 
alteraciones de las proteínas GLUT-1, GLUT-2 y GLUT-4. Aunque estas 
mutaciones en las proteínas transportadoras de glucosa (en especial 
GLUT-4) podrían ocasionar resistencia a la insulina, tales alteraciones son 
muy raras y los estudios realizados en humanos indican que la 
prevalencia de las mismas es igual en sujetos sanos y en pacientes con 
diabetes mellitus tipo 2.  
En los casos de diabetes, la resistencia a la insulina está mediada 
esencialmente por alteraciones post receptor. En los pacientes con cuadros 
genéticos de resistencia a la insulina (debido a defectos moleculares del 
receptor insulínico), es posible observar alteraciones importantes del 
crecimiento, atrofia del tejido adiposo, acantosis nigricans, y en las 
mujeres, hiperandrogenismo con disfunción ovárica. Sin embargo, los 
individuos afectados no desarrollan diabetes mellitus, a menos que 
también posean una susceptibilidad genética a la disfunción secretora de 
las células beta del páncreas.  
En los últimos años, se ha podido establecer que el defecto principal que 
determina la aparición de resistencia a la insulina está relacionado con 
trastornos de translocación de las moléculas transportadoras de glucosa y 
con la cascada de fosforilaciones inducida por la interacción entre la 
insulina y su receptor. Es más, puesto que la fosforilación de la enzima 
fosfoinositol quinasa 3 y las quinasas B y C es fundamental para la 
migración de las vesículas intracelulares que contienen GLUT-4 hacia la 
membrana, es evidente que las anomalías antes mencionadas están 
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estrechamente relacionadas. Los estudios realizados en sujetos obesos y en 
pacientes con diabetes mellitus han encontrado una menor activación de la 
enzima fosfoinositol quinasa 3  (PI3K) (Becattini y cols, 2011). 
 
La resistencia a la insulina se manifiesta, sobre todo en los tejidos 
periféricos como el músculo y el tejido adiposo, por una baja tasa de 
captación y oxidación de las moléculas de glucosa. Como ya se mencionó, 
la hiperinsulinemia compensadora es precisamente el mecanismo por el 
cual un sujeto resistente a la insulina logra mantener una tolerancia 
normal a los hidratos de carbono. Cuando dicho mecanismo es 
insuficiente, a causa de la aparición de defectos de la secreción hormonal 
por parte de las células beta del páncreas, sobreviene la intolerancia a los 
hidratos de carbono.  
Por otro lado, numerosos investigadores han demostrado que los sujetos 
con resistencia a la insulina y que desarrollan diabetes mellitus tipo 2, 
invariablemente presentan un defecto de secreción de la hormona, que 
afecta, preferentemente, a la primera fase de este proceso. Tal anomalía, en 
algunos casos, puede ser detectada antes de la aparición de hiperglucemia 
franca. 
La respuesta temprana de insulina, que es como se ha denominado a la 
capacidad de la célula beta para responder de forma inmediata a una 
carga de glucosa, se correlaciona de manera significativa con la 
concentración plasmática de la hormona, 30 minutos después de la 
inyección endovenosa de una carga estándar de glucosa. Un aspecto 
importante que hay que considerar es el hecho de que no todos los sujetos 
con resistencia a la insulina desarrollan diabetes mellitus tipo 2, lo cual 
indica que el defecto de la célula beta es esencial para que aparezca la 
enfermedad clínicamente manifiesta. 
La resistencia a la insulina se encuentra asociada en mayor o menor grado 
con una amplia gama de alteraciones metabólicas, que implican, a largo 
plazo, graves riesgos para la salud. Los sujetos con resistencia a la acción 
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de la insulina presentan una actividad disminuida de la enzima 
lipoprotein lipasa asociada al endotelio vascular; esta alteración se 
correlaciona con la presencia de altas concentraciones séricas de 
lipoproteínas ricas en triacilgliceroles, en especial las de muy baja 
densidad (VLDL), y baja concentración de lipoproteínas de alta densidad 
(HDL) (Ai y cols, 2000). Otro trastorno característico de los lípidos 
plasmáticos, es la formación de partículas más pequeñas y densas de lo 
normal, que tienen una mayor capacidad aterogénica, porque son más 
susceptibles a la oxidación, debido a su bajo contenido en compuestos 
antioxidantes. Las múltiples anomalías asociadas a una pobre sensibilidad 
a la insulina, han recibido, en conjunto, el apelativo de síndrome X. Los 
individuos afectados, además de ser obesos y tener hiperinsulinemia en 
ayunas, exhiben las alteraciones lipídicas antes mencionadas y muestran 
grados variables de hipertensión arterial y, en algunas ocasiones, 
hiperuricemia. Esto va asociado a  una mayor susceptibilidad al desarrollo 
de trombosis intra-arterial, tanto en individuos resistentes a la insulina, 
como en quienes han desarrollado diabetes. 
 
La toxicidad de la glucosa se debe en parte a su participación en 
reacciones que generan ROS. En presencia de metales de transición como 
Cu, la glucosa se autooxida. Esto genera ROS. La glucosa se une a 
proteínas modificando su estructura y función, las proteínas glicosiladas 
(productos de Amadori). La posterior oxidación, deshidratación, 
reordenamiento y fragmentación de estos productos da  lugar a la 
formación de una familia de compuestos  conocidos como productos 
finales de glicosilación avanzada (AGE). El exceso de producción de estos 
compuestos es en parte responsable de la toxicidad de la glucosa que se 
observa en la diabetes. De hecho, algunos de los AGE son interconexiones 
entre proteínas que se forman por ejemplo en el colágeno o la mielina 
disminuyendo la elasticidad de estas proteínas. La concentración de los 
AGE aumenta con la edad, pero en la diabetes su acumulación es más 
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rápida y ocurre a cualquier edad. La formación de AGE parece importante 
en el desarrollo de las complicaciones microvasculares de la diabetes. 
Entre las proteínas que se glucosilan no enzimáticamente se encuentra la 
hemoglobina (de hecho los niveles de hemoglobina glucosilada son 
considerados como índice de control metabólico), pero en los diabéticos se 
pueden glucosilar también otras proteínas cómo la albúmina sérica y las 
proteínas del cristalino, lo que podría contribuir a la elevada incidencia de 
cataratas en estos pacientes. La glucosilación también puede implicar al 
tejido conjuntivo y a la mielina por lo que se piensa que contribuye a 
alterar la función de gran cantidad de tejidos (Liu y cols, 2009) 
Los AGE se unen a sus receptores de membrana en las células endoteliales 
y esto puede generar estrés oxidativo. Esto lesiona las células endoteliales 
y estimula la vía proinflamatoria implicando al factor de transcripción 
NFkB. El NFkB controla a su vez, la expresión de una serie de citoquinas 
proinflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-6. Todo ello causa una 
inflamación crónica de grado leve de la que se sabe daña posteriormente 
al endotelio vascular (Esser y cols, 2011). Además en estas alteraciones 
parecen estar implicadas también la proteína quinasa C (PKC) y los 
diglicéridos (DG). Las concentraciones de DG y PKC se modifican en 
respuesta a citoquinas y también por cambios metabólicos, entre ellos la 
hiperglucemia que induce un aumento de DG y PKC en retina, aorta, 
corazón y glomérulo renal, aunque no parece modificarla en cerebro y 
nervios periféricos. Por otro lado, el incremento de radicales libres podría 
bloquear el efecto relajante del óxido nítrico (NO) que se libera en el 
propio endotelio, limitando así la capacidad de respuesta vasodilatadora 
del endotelio. El NO (vasodilatador) es generado por las células 
endoteliales a partir de arginina en una reacción que utiliza NADPH. Es 
desactivado rápidamente por el anión superóxido que forma un radical 
peroxinitrito que también es oxidante. 
La hiperglucemia aumenta también la cantidad de donadores de H+ en la 
mitocondria. Esto da lugar a un incremento de la diferencia de potencial 
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electroquímico a través de la membrana mitocondrial interna y en 
consecuencia al aumento de la producción de ROS por parte de la cadena 
respiratoria. Cuando aumenta el NADH, la cadena de transporte de 
electrones se satura y el potencial de membrana aumenta y se incrementa 
la producción de ROS. Se ha sugerido que el aumento mitocondrial de 
ROS juega un papel importante en las complicaciones a largo plazo de la 
diabetes (Baynes, 1991). La hiperglucemia altera el estado redox al 
aumentar la relación NADH/NAD y disminuir NADPH/NADP. Esto 
incrementa el flujo de sustratos a la vía de los polioles en la que la aldosa 
reductasa (AR) reduce la glucosa a sorbitol que es oxidado posteriormente 
a fructosa. La arginina tiene una Km alta para la glucosa que en 
condiciones normales es poco activa, sin embargo, durante la 
hiperglucemia la concentración de glucosa en los tejidos no dependientes 
de insulina como glóbulos rojos, nervios y cristalino, aumenta y esto activa 
la vía. La acumulación de sorbitol en el tejido del ojo puede contribuir al 
desarrollo de las cataratas diabéticas (Miwa y cols, 2003). 
Por otro lado en el tejido nervioso la concentración alta de cortisol 
disminuye la captación de mioinositol. Esto reduce la actividad Na/K 
ATPasa de la membrana y afecta a la función nerviosa. La acumulación de 
sorbitol junto con la hipoxia y la reducción del flujo sanguíneo en el tejido 
nervioso contribuyen a la aparición de la neuropatía diabética (Feldman, 
2003). Entre el 60 y 70% por ciento de las personas con diabetes tienen 
formas moderadas o severas de daño neurológico, el cual, en los casos 
severos puede llevar a amputaciones de las extremidades inferiores. De 
hecho, la diabetes es la causa principal de amputaciones de las 
extremidades inferiores por causas no traumáticas. El riesgo de 
amputaciones de las piernas es de 15 a 40 veces más alto en las personas 
con diabetes. Cada año se llevan a cabo más de 80000 amputaciones en 
personas que sufren de diabetes. El riesgo relativo de neuropatía es, al 
menos, 7 veces superior en el diabético, la neuropatía autonómica a nivel 
cardiovascular afecta a más del 40% de la población diabética con más de 
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10 años de evolución, la impotencia sexual afecta a casi el 40% de los 
hombres con diabetes. 
Las enfermedades cardiovasculares (enfermedades del corazón y 
derrames cerebrales) son la causa principal de muerte en las personas con 
diabetes. Las personas con diabetes tienen un riesgo entre 2 y 4 veces más 
alto de sufrir enfermedades del corazón y derrames cerebrales, las cuales 
están presentes en un 65% de las muertes relacionadas con la diabetes. 
Esto representa más de 77000 muertes anuales. La primera causa de 
muerte entre los pacientes con diabetes es el infarto de miocardio, que 








9. MODELO ANIMAL UTILIZADO 
 
Establecer un modelo animal adecuado que tenga características similares 
a las de los humanos es fundamental para dilucidar los cambios que 
tienen que ver con el envejecimiento y para el desarrollo de medicamentos 
eficaces en la prevención de enfermedades relacionadas con la edad como 




Ratones con senescencia acelerada y retardada. 
 
El ratón de envejecimiento acelerado (del inglés senescence-accelerated 
mouse [SAM]) es un ratón caracterizado por su rápida progresión hacia el 
envejecimiento una vez ha alcanzado la edad de reproducción. Estos 
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ratones se obtuvieron en la Universidad de Kyoto, por selección fenotípica 
de un grupo de ratones de la cepa AKR/J que mostraban manifestaciones 
seniles de forma temprana (Takeda, 1999).  
 
En 1968 varias parejas de ratones AKR/J se donaron del Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) al departamento de Patología Chest 
Disease Research Institute (CDRI currently Institute for Frontier Medical 
Sciences), Kyoto University, Japan.  
Tras estudiar parámetros relacionados con curvas de supervivencia, grado 
de senescencia y patrones de peso corporal se observaron diferentes 
características fenótipicas. La reproducción endogámica permitió que 
alrededor de 1972-1973 se obtuvieran camadas de animales que mostraban 
un descenso de la actividad física, pérdida de pelo y de brillo en el pelo y 
morían más tempranamente. No se observaron retrasos en el crecimiento, 
malformaciones, parálisis de miembros ni otros signos neurológicos como 
temblores, convulsiones, etc (Takeda, 1999). 
En 1975, cinco camadas de los ratones que se encontraban más exhaustos 
se eligieron como progenitores de la serie P (senescence prone serie) y tres 
camadas de ratones que presentaban un envejecimiento normal fueron los 
progenitores de la serie R (senescence resistant serie). Se hicieron 
cruzamientos selectivos basados en datos de senescencia y esperanza de 
vida. De cada una de las cinco camadas de los ratones progenitores más 
exhaustos se obtuvieron 5 series diferentes llamadas P-1, P-2, P-3, P-4 y P-
5 y de cada una de las camadas que se seleccionaron como normales se 
obtuvieron tres series diferentes R-1, R-2 y R-3. Diversos parámetros 
relacionados con el envejecimiento se llevaron de nuevo a cabo en estas 
series originales basándose en curvas de supervivencia, tasas de 
senescencia, parámetros de crecimiento, peso corporal, etc. Estos 
parámetros revelaron que toda la serie P tenía la característica común de 
que eran ratones con senescencia acelerada: inicio precoz y avance 
acelerado de senescencia manifestado por varios signos y lesiones 
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macroscópicas como la pérdida de comportamiento normal, varias 
lesiones en la piel, acortamiento del tiempo de vida después de un periodo 
de normalidad del desarrollo. Por todas estas características la serie P fue 
nombrada SAM (del inglés senescence accelerated mouse). Para que estas 
variedades tuvieran éxito tenían que convertirse en cepas puras para lo 
cual se hicieron más de 20 generaciones y se establecieron homocigotos y 
una expresión fenotípica estable. Por otra parte, el nombre de SAM se 
convierte en un término general para las cepas puras de las dos series 
SAMP (senescence prone) y SAMR (senescence resistant).  
La reproducción endogámica permite establecer la cepa de animales 
SAMP con un ciclo vital de unos 12 meses (propensos al envejecimiento) 
mientras que otro grupo sirve para instituir la línea SAMR (resistentes al 
envejecimiento) con una longevidad de unos 17 meses. 
 
La causa principal del envejecimiento acelerado en estos ratones sería su 
elevado nivel de estrés oxidativo debido a disfunción mitocondrial, hecho 
que se ha demostrado en diferentes trabajos experimentales (Mori y cols, 
1998; Hosokawa, 2002; Rodriguez y cols, 2008).  
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Se han realizado diversos estudios relacionados con el envejecimiento en 
las diferentes cepas de ratones SAMP (SAMP6, SAMP8, SAMP10). En 
estos estudios se han analizado diferentes temáticas como las 
enfermedades neurodegenerativas, la osteoporosis, el estudio de la piel, 
los déficit en el aprendizaje y la memoria, la respuesta inmunitaria, la 
función vascular etc (Butterfield y Poon 2005; Niimi y cols 2008; Egermann 
y cols 2010). 
 
No se conocen los factores genéticos que predisponen a que estos animales 
desarrollen senescencia acelerada aunque diferentes datos derivados de 
las investigaciones de Takeda (Takeda y cols, 1981) sugieren que existe 
una desviación genética del modelo SAM comparado con la cepa original 
AKR/J (Takeda y cols, 1999). Para la obtención de los perfiles genéticos 
también se han utilizado marcadores microsatélites (secuencias de 
nucleótidos repetidos en tandem). Son mus polimórficos y se encuentran 
distribuidos al azar en todo el genoma por lo que son muy buenos 
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marcadores genéticos ya que poseen un sistema muy poderoso para 
generar una identificación única de los individuos. Estas pruebas 
permitieron establecer que todas las cepas tenían diferentes perfiles 
genéticos (Mori y Higuchi, 2004).  
 
Los ratones SAMP8 se han utilizado en la investigación del envejecimiento 
comparándolos con los ratones SAMR1, que sirven como su control  
(Kurokawa y cols 1998; Rodriguez y cols 2007b). Los SAMP8 son 
utilizados debido a que su rápido envejecimiento cursa con deterioro 
cognitivo y un déficit en el aprendizaje y la memoria a medida que 
progresa su ciclo vital (Magri y cols, 2004). Pero además de esto, los 
ratones SAMP8 muestran un elevado estrés oxidativo, hallazgo coherente 
con los efectos de la acción de los radicales libres de oxígeno en diversas 
biomoléculas que producen alteraciones en las funciones celulares. El 
modelo SAMR1 no muestra fenotípicamente signos de senescencia y por 
ese motivo es utilizado como cepa control de los SAMP8. 
Además muchas de las características fenotípicas que observamos en los 
ratones SAM se encuentran asociadas al envejecimiento humano como 
osteoporosis, osteoartritis, desórdenes geriátricos, cataratas, pérdida 
auditiva etc (Takeda 1999, 2009; Fenton y cols 2004) 
 
Por eso estos animales están considerados como un buen modelo para 
investigar el envejecimiento ya que no poseen ningún tipo de 
manipulación genética ni de otro tipo y a edades relativamente bajas (10-
14 meses) muestran procesos y patologías que se observan en ratones 
realmente viejos (20 meses), lo que reduce los tiempos de espera para 
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El envejecimiento conlleva un deterioro progresivo del organismo 
asociado con cambios morfológicos y funcionales que repercute de forma 
evidente en el deterioro de los sistemas reguladores y da lugar a la 
pérdida de la homeostasis.  
Las manifestaciones del envejecimiento están relacionadas con procesos 
inflamatorios, apoptóticos y oxidativos que podrían estar relacionados, al 
menos en parte, con un descenso en la actividad de distintas hormonas 
como la GH y la melatonina. Debido a esto, el tratamiento de sustitución 
hormonal con dichas hormonas podría restaurar la homeostasis del 







8.1. Objetivo general  
 
Investigar los mecanismos moleculares involucrados en el daño 
pancreático secundario al  envejecimiento y el posible efecto protector de 
los tratamientos hormonales con GH, melatonina y la combinación de 
ambas sobre los daños a este órgano y también al hígado de dos cepas 
diferentes de ratones SAMP8 (con envejecimiento acelerado) y SAMR1 
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8.2. Objetivos concretos 
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre los niveles de mediadores 
inflamatorios, oxidativos y apoptóticos en el hígado de ratones de las 
cepas SAMP8 y SAMR1.  
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre la expresión del mRNA 
de hormonas pancreáticas como insulina, glucagón y somatostatina. 
Además estudiar el transportador de glucosa GLUT-2 y estudiar la 
expresión mediante RIA del contenido de insulina en el páncreas de 
ratones SAMP8 y SAMR1.  
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre los niveles plasmáticos de 
insulina y glucosa en  ratones SAMP8 y SAMR1 
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre la expresión de diferentes 
genes de supervivencia, proliferación y diferenciación celular en el 
páncreas de ratones de las cepas SAMP8 y SAMR1.  
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre los niveles de mediadores 
inflamatorios, oxidativos y apoptóticos en el páncreas de ratones de 
las cepas SAMP8 y SAMR1.  
 
- Investigar el efecto del envejecimiento sobre los niveles de enzimas 
antioxidantes en el páncreas de ratones de las cepas SAMP8 y SAMR1.  
 
- Investigar el efecto de la administración crónica durante 30 días de 
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9.1. Animales 
 
Se han utilizado ratones de las cepas SAMP8 (del inglés senescence prone 
mice) y SAMR1 (del inglés senescente resistant mice), cuyos progenitores 
proceden de la colonia propia del Animalario de la Universidad de 
Granada. El ratón de envejecimiento acelerado (del inglés senescence-
accelerated mouse [SAM]) es un ratón caracterizado por su rápida 
progresión hacia el envejecimiento una vez ha alcanzado la edad de 
reproducción. Estos ratones se obtuvieron en la Universidad de Kyoto, por 
selección fenotípica de un grupo de ratones de la cepa AKR/J que 
mostraban manifestaciones seniles de forma temprana1. La reproducción 
endogámica permite establecer la cepa de animales SAMP con un ciclo 
vital de unos 12 meses (propensos al envejecimiento) mientras que otro 
grupo sirve para instituir la línea SAMR (resistentes al envejecimiento) con 
una longevidad de unos 17 meses2. 
El total de animales utilizados ha sido de 64 ratones macho SAMR1 y 80 
ratones macho SAMP8 de 2 y 10 meses de edad a la fecha del sacrificio. 
Los animales se han mantenido en el animalario de la Universidad 
Complutense de Madrid bajo condiciones controladas de luz, humedad y 
temperatura. La luz está regulada por ciclos de 12 horas de luz y 12 horas 
de oscuridad (08:00-20:00). Las condiciones de temperatura son de 22ºC y 
las de humedad del 50%. La ventilación en las instalaciones del animalario 
se realiza mediante extracción continuada.  
Los animales se alojaron en grupos de 6-7 ratones en jaulas de 
policarbonato (MacrolonR, Panlab) de 46,5 x 21,5 x 14,5 cm. Tuvieron 
acceso a agua ad-libitum en biberones y se alimentaron con una dieta 
estándar (A.04; Panlab, Barcelona, España). 
En todos los procedimientos experimentales empleados en este estudio se 
han seguido los principios y prácticas establecidos por la Normativa de la 
Unión Europea 86/6091/EEC, publicada en España en RD 223/1988. 
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9.2. Tratamientos 
 
Todos los grupos experimentales que se sometieron a tratamiento 
comenzaron a recibirlo a los 9 meses de edad. Al cabo de 30 días, el 
tratamiento finalizó y los animales se sacrificaron por dislocación cervical, 
seguido de decapitación. 
 
 
9.2.1. Hormona de crecimiento (GH) 
La hormona de crecimiento que se utilizó fue rhGH (Omnitrope, Sandoz, 
España). Los animales recibieron 2 mg/Kg/dia (GH) por vía subcutánea 
(S.C.) en el dorso, en dos inyecciones diarias, una a las 10 horas y otra a las 
16 horas.  
Esta hormona se diluyó en solución salina estéril previamente a su 
inyección, hasta lograr una concentración de 0,25 mg/ml.  




La melatonina (Actafarma,Madrid, España) se administró a dosis de 1 
mg/Kg/dia (Mel 1) y de 10 mg/Kg/dia (Mel 10) por vía oral en el agua de 
bebida. Previamente se preparó una solución stock (20 mg/mL) en etanol 
absoluto (Panreac Quimica SA, España), a una concentración de 20 
mg/ml. Dado que se trata de una sustancia fotosensible, los biberones 
deben ser protegidos de la luz. La solución de melatonina se cambió tres 
veces por semana, para evitar su oxidación.  
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9.2.3. Hormona de crecimiento mas melatonina (GH+mel) 
Se utilizaron la hormona de crecimiento y la melatonina antes descritas. La 
GH se administró a dosis de 2 mg/Kg/dia en 2 inyecciones S.C. diarias 
(10 y 16 horas) y la melatonina se administró en el agua de bebida a dosis 
de 1 mg/Kg/dia (Mel 1). 
El grupo control recibió etanol al 0,1 % en el agua de bebida e inyecciones 
diarias de solución salina. 
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9.3. Sacrificio de los animales y recogida de las muestras 
 
Una vez finalizados los tratamientos, los animales se sacrificaron por 
dislocación cervical seguida de decapitación con guillotina. La sangre 
troncular se recogió en tubos de propileno con heparina:salino al 0.2% 
depositando el tubo en hielo. Las muestras de sangre se centrifugaron a 
3000 rpm y 4ºC durante 15 minutos (centrífuga Beckman, modelo TJ-6). Se 
recogió la fracción plasmática y se congeló a -80ºC para su conservación 
hasta su posterior análisis. 
Tras la extracción del páncreas e hígado de los animales con material 
quirúrgico adecuado estéril, los tejidos se lavaron en solución salina fria 
para retirar la sangre, se congelaron con N2 líquido y se almacenaron en 
tubos eppendorf estériles a -80ºC hasta el momento de su procesamiento. 
En el caso del páncreas, una parte de este tejido se introdujo en una 
solución con RNA later (RNeasy total RNA kit Ref. 50974104 (Qiagen)) 
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9.4.3. Determinaciones realizadas 
 
En hígado (Anexo Artículo I) 
 
 Marcadores inflamatorios: TNFα, IL-1β, IL-10, NFkB p50, p52 y p65.  
 Marcadores de estrés oxidativo: iNOS, eNOS, HO-1, HO-2.  
 Marcadores apoptóticos: Bcl2, BAX y BAD.  
 
 
En páncreas (Anexo Artículos II, III, IV y V)  
 
 Marcadores inflamatorios: TNF-α, IL-1β, IL-10, MCP1, IL-6, IL-4, 
IL-2,  NFkB p52-100, NFkB p50-105, NFkB p65, IkB-α, IkB-β. 
 Marcadores de estrés oxidativo: iNOS, eNOS, HO-1, HO-2, NOx 
 Marcadores apoptóticos: Bcl2, BAD, BAX, XIAP  
 Genes relacionados con el metabolismo: Glucagon, GLUT-2, 
Insulina y Somatostatina 
 Marcadores de proliferación: PCNA y Sei 1 
 Marcadores de longevidad: FoxO1, FoxO 3A y Sirt-1 
 Marcadores de diferenciación: Pdx-1 
 Insulina y glucosa en plasma 
 Insulina en páncreas (animales jóvenes y viejos) 
 IGF-I 
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Expresión y extracción de ARN mensajero (ARNm) 
Se determinó  mediante la técnica de reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 
 
  Extracción de ARN 
Se han utilizado dos técnicas diferentes de extracción dependiendo del 
tejido, hígado o páncreas:  
 
 El aislamiento de ARN hepático se realizó utilizando el kit 
comercial Tri ReagentTM (Sigma-Aldrich, Inc), basado en el 
método de Chomczynski y Sacchi (Chomczynski and Sacchi 
1987).  
 Para el aislamiento de ARN pancreático se utilizó el kit 
comercial RNeasy total RNA kit Ref. 50974104 (Qiagen) 
siguiendo las intrucciones del fabricante. 
 
La integridad del RNA se determinó mediante un gel de agarosa al 1.5% y 
la concentración se determinó por espectofotometría.  
Para la transcripción reversa se utilizaron 2µg del ARNm de cada una de 
las muestras. El proceso se llevó a cabo utilizando un kit comercial 
(Promega, Madison, WI, USA). de acuerdo a las instrucciones detalladas 
en el manual y una mezcla de random primers pd(N)6. Para ello se usó un 
termociclador para PCR en tiempo real (Applied Biosystems 7300). Se 
utilizó el método inespecífico de fluorescencia SYBR Green PCR Master 
Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK) y los primers se utilizaron a 
una concentración de 300nM. La secuencia de primers se muestra en la 
tabla XX. Se utilizó el gen endógeno 18S como control interno. Los 
cambios en la expresión del mRNA se analizaron siguiendo el método de 
∆Ct (Livak y Schmittgen 2001). El cADN obtenido se conservó a -20 ºC 
hasta su utilización. 
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Las características de los cebadores se detallan en la siguiente tabla: 
 
Nombre                                           Secuencia (5'-3') 
 
18s  Sentido GGTGCATGGCCGTTCTTA  
Antisentido TCGTTCGTTATCGGAATTAACC  
TNFα  Sentido ATGAGAAGTTCCCAAATGGC  
Antisentido CTCCACTTGGTGGTTTGCTA    
IL-1β  Sentido TGTGATGAAAGACGGCACAC  
Antisentido CTTCTTCTTTGGGTATTGTTTGG   
IL-10   Sentido  ACTGCACCCACTTCCCAGT 
Antisentido  TTGTCCAGCTGGTCCTTTGT 
iNOS  Sentido CTTTGCCACGGACGAGAC  
   Antisentido TCATTGTACTCTGAGGGCTGAC  
eNOS   Sentido  CCAGTGCCCTGCTTCATC 
Antisentido  GCAGGGCAAGTTAGGATCAG 
HO-1   Sentido  GTCAAGCACAGGGTGACAGA 
Antisentido  ATCACCTGCAGCTCCTCAAA 
HO-2   Sentido  TACGGCACCAGAAAAGGAAA 
Antisentido  GTGCTTCCTTGGTCCCTTC 
Bcl2   Sentido  CAGGTATGCACCCAGAGTGA 
Antisentido  GTCTCTGAAGACGCTGCTCA 
BAD   Sentido  GCCCTAGGCTTGAGGAAGTC 
Antisentido  CAAACTCTGGGATCTGGAACA 
BAX   Sentido  GTGAGCGGCTGCTTGTCT 
Antisentido  GGTCCCGAAGTAGGAGAGGA 
XIAP   Sentido GCTTGCAAGAGCTGGATTTT 
Antisentido TGGCTTCCAATCCGTGAG 
AIF   Sentido AGTCCTTATTGTGGGCTTATCAAC 
Antisentido  TTGGTCTTCTTTAATAGTCTTGTAGGC 
NIAP   Sentido  GAGAGGTGGCACAGTCAGGT 
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Antisentido TAAAACGGCCAGTCCTCAAA 
NFkB1  Sentido  CAGCTCTTCTCAAAGCAGCA 
Antisentido  TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA 
NFkB2   Sentido  TGGAACAGCCCAAACAGC 
Antisentido  CACCTGGCAAACCTCCAT 
NKAP   Sentido  CGAGCTCTAAAGAGTCCCAAGA 
Antisentido  CCTCTGGGCCAATCAAATC 
Glucagon Sentido CACGCCCTTCAAGACACAG 
Antisentido GTCCTCATGCGCTTCTGTC    
GLUT-2  Sentido TGTGATCCAGTGAGTCTCCAA 
Antisentido GGCGCACATCTATAATGCTCT 
Insulin  Sentido AGCAAGCAGCTCATTGTTCC  
   Antisentido TTGCGGGTCCTCCACTTC  
Somatostatin Sentido CTGGAGCCTGAGGATTTGC  
   Antisentido  CTGCAGCCTGAGCCTCAT 
Sirtuin 1 Sentido TCGTGGAGACATTTTTAATCAGG 
Antisentido GCTTCATGATGGCAAGTGG 
FoxO 1  Sentido CTTCAAGGATAAGGGCGACA 
   Antisentido GACAGATTGTGGCGAATTGA 
FoxO 3A Sentido GCTAAGCAGGCCTCATCTCA 
Antisentido TTCCGTCAGTTTGAGGGTCT 
IRS 1   Sentido TCGTGGAGACATTTTTAATCAGG 
Antisentido GCTTCATGATGGCAAGTGG 
IRS 2   Sentido CACGCCCTTCAAGACACAG 
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Expresión de proteínas 
Se realizó por Western blot utilizando anticuerpos específicos para medir 
la expresión proteica de TNF-α, IL-1β, IL-10, HO-1, HO-2, iNOS, eNOS, 
NFkB p52-100, NFkB p50-105, NFkB p65, IkB- α, IkB- β,  Bcl-2 y BAD.  
Las muestras se homogeneizaron en tampón de lisis (100mmol/L NaCl, 
10mmol/L TRIS-Cl (pH 7,6) 1mmol/L EDTA (pH 8), 1g/ml aprotinina, 
100g/ml PMSF). Todas las muestras se diluyeron (1:1) con tampón 2X 
(100mmol/L TRIS-HCl (pH 6,8), 4% SDS, 20% glicerol, 0,1 azul de 
bromofenol, 200mmol/L ditiotreitol) y se hirvieron 10 minutos a 100ºC. 
Para corregir posibles variaciones en el tamaño de las muestras se 
determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford. 
Cantidades equivalentes de proteína se sometieron a electroforesis en gel 
de SDS poliacrilamida (10%). Una vez separadas las proteínas, eran 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Mississauga, 
Ontario) a la que quedan unidas irreversiblemente y donde son más 
accesibles a los anticuerpos específicos. A continuación las membranas se 
incubaron 90 minutos a 37ºC en un buffer (20mmol/L TRIS, 150 mmol/L 
NaCl, 0,2% Noninet P 40, 5% leche desnatada) para bloquear la unión 
inespecífica, y después se incubaron 60 minutos a 20ºC en presencia de 
anticuerpos primarios específicos. Tras un lavado para eliminar el 
anticuerpo no unido, las membranas se incubaron  de nuevo durante 60 
minutos a 20ºC en presencia de un anticuerpo secundario que reconoce 
inmunoglobulinas de conejo, acoplado covalentemente a una peroxidasa 
(horseradish peroxidase-conjugated polyclonal anti-rabbit IgG secondary 
antibody, Transduction Lab, Lexington, KY).  
Tras el lavado de las membranas las proteínas se visualizaron mediante 
quimioluminescencia (ECL system, Amersham, Oakville, Ontario). 
Esta técnica se ha usado para medir la expresión proteica de TNF-α, IL-1β, 
IL-10, HO-1, HO-2, iNOS, eNOS, NFkB p52-100, NFkB p50-105, NFkB p65, 
IkB- α, IkB- β,  Bcl-2 y BAD.  
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Preparación de las muestras (hígado y páncreas) 
Las muestras de tejido (50 mg) se transfirieron a tubos eppendorf con  
tampón de lisis (1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Sigma 
Chemical Company), 1 µg/mL pepstatina A (Sigma Chemical Company), 
aprotinina (Sigma Chemical Company) y leupeptina (Sigma Chemical 
Company) in 1x tampón fosfato a pH 7.2 (Biofluids, Rockville, Md) 
conteniendo 0.05% azida sódica (Sigma Chemical Company))  a 4ºC y se 
homogenizaron durante 30 segundos con un homogenizador eléctrico 
(Polytron; Brinkmann Instruments, Westminster, NY). A continuación, las 
muestras se sonicaron y congelaron en una mezcla de nieve carbónica y 
acetona. Este protocolo se repitió tres veces para optimizar la extración. 
Tras la centrifugación (a 10000g, 1h, 4ºC para separar los restos celulares) 





Determinación de la concentración de citoquinas en tejidos  
Se realizó mediante un método inmuno-enzimático utilizando Kits 
comerciales específicos (Biosource International).  
Se han determinado por este método: TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-2, MCP1, IL-4 
e IL-10 en los homogenizados de páncreas mediante kits de ELISA 
siguiendo las instrucciones del fabricante (BioNOVA Cientifica Ltd, 
Madrid, Spain). 
El fundamento de este método se basa en la unión específica de la proteína 
contenida en la muestra a anticuerpos monoclonales específicos 
inmovilizados sobre la superficie de placas de titulación. Para ello las 
muestras y estándares apropiados se incubaron con el anticuerpo 
primario. Después de un lavado para eliminar todas las sustancias no 
unidas que pudiesen interferir con el ensayo, se añadió un segundo 
anticuerpo específico para el primero y conjugado con biotina y se realizó 
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una segunda incubación. Tras la eliminación por lavado del segundo 
anticuerpo no unido, se incubaron de nuevo en presencia de un complejo 
estreptavidina-peroxidasa y se cuantificó la citoquina unida  por una 





Óxido Nítrico (NO) 
Se determinó como contenido de nitrito + nitrato (NO2-+ NO3-). Para ello, 
las muestras se desproteinizaron por adición de ácido sulfosalicílico y se 
incubaron durante 30 minutos a 4ºC. Tras centrifugación a 12000 x g 
durante 20 minutos, se separó el sobrenadante y se incubó en presencia de 
nitrato-reductasa  para la reducción de nitrato a nitrito. A continuación se 
añadió a las muestras reactivo de Griess (0,5% napthylethylenediamine 
dihydrochloride, 5% sulfonilamide, 25% H3PO4 ).  
La reacción se llevó a cabo a 22ºC durante 20 minutos, y se leyó su 
absorbancia a 546 nm  utilizando una solución de NaNO2 como estándar  




Niveles de insulina en plasma y páncreas 
Se determinaron mediante una técnica de radioinmunoanálisis (RIA) 
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Niveles de glucosa en plasma 
La determinación cuantitativa de la glucosa en plasma se hizo con la 
prueba colorimétrica de la enzima Glucosa Oxidasa-Peroxidasa. Para ello 




Ácidos grasos libres en plasma 
La concentración plasmática de ácidos grasos libres se hizo por el método 
enzimático (NEFA ACS-ACOD Method, Wako Chemicals GmbH) 




Hidroperóxidos de Lipidos (LPO) 
Se determinaron utilizando un kit específico (K-assay LPO –CC, Kamiya 
Biochemical Company, USA). Se basa en la reacción de los LPO con el 
cromógeno MCDP (10-N-metilcarbamoil-3-7-dimetilamino-10-10-
fenotiacina) en una reacción enzimática catalizada por la hemoglobina en 
la que los LPO son reducidos a derivados hidroxílicos y el MCDP se oxida 
a azul de metileno en una reacción equimolar: Los LPO son así 
cuantificados colorimetricamente midiendo la absorbancia de las muestras 




Enzimas antioxidantes (GPx, GST, GR, SOD) 
Se midieron por un método espectrofotométrico utilizando Kits 
comerciales específicos (Biosource International). 
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Glutatión 
Se dividió la muestra en dos fracciones, una para determinar glutatión 
total y otra para glutatión oxidado. La valoración se llevó a cabo por la 
técnica descrita por Tietze en 1969 (Tietze, 1969). El glutatión reducido se 









Los resultados se han expresado como Media ±ESM (error estándar de la 
media). El análisis se realizó mediante la comparación de medias por 
métodos no paramétricos. Para las comparaciones entre grupos se ha 
empleado el test de Crucial-Wallis de análisis de la varianza por rangos, 
seguido en caso de dar significación, del test de May-Whitney para 
muestras independientes, con el fin de identificar el origen de las 
diferencias. Se consideraron resultados significativos y muy significativos 
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El proceso de envejecimiento está asociado con inflamación, activación de 
NFkB, aumento de la apoptosis y aumento en la tasa de producción de 
radicales libres. Junto a todo esto se ha observado un descenso en la 
actividad de muchas hormonas como la hormona de crecimiento y la 
melatonina.  
El hígado, debido a su situación anatómica y a sus múltiples funciones 
bioquímicas, tiene un papel central en el mantenimiento la homeostasis 
del organismo. Por ello, hemos decidido investigar el posible papel de 
estos mediadores en los efectos deletéreos del envejecimiento hepático. 
El envejecimiento indujo un incremento de la expresión de mRNA del 
TNF-α en el hígado de ratones SAMP8 viejos comparados con los 
observados en animales jóvenes de la misma cepa (p<0.01). Este efecto de 
la edad no fue observado en ratones SAMR1, resistentes al envejecimiento. 
Un efecto similar fue observado cuando se estudió  la expresión de la 
proteína (p<0.001) (Figura 1a, Artículo I) 
Aunque la expresión de mRNA de IL1β también mostró una tendencia a 
aumentar en el hígado de ratones SAMP8 viejos comparados con animales 
jóvenes, hubo una gran dispersión en los resultados y la diferencia no 
llegó a ser significativa. Sin embargo cuando se determinó  la expresión de 
la proteína por Western-Blot se observó un aumento significativo de esta 
citoquina con la edad (Figura 1b, Artículo I). Lo mismo que en el caso del 
TNFα, el envejecimiento no modificó la expresión de IL1β en ratones 
SAMR1. 
No se observaron diferencias en la expresión de la citoquina 
antiinflamatoria, IL-10 entre animales jóvenes y viejos en ninguna de las 
dos cepas (Figura 1c, Artículo I).  
El análisis comparativo de las dos cepas de ratones muestra que los 
ratones SAMP8 viejos presentan una mayor expresión de las tres 
citoquinas estudiadas  que los SAMR1 de la misma edad (Figura 1, 
Artículo I) 
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El factor de transcripción nuclear kB (NF-kB) es un regulador 
transcripcional que parece jugar un papel central en la respuesta a los 
mediadores inflamatorios incluyendo las citoquinas. La expresión de 
mRNA de NFkB, NFkB 2 y NKAP fue mayor en los ratones SAMP8 
comparados con los SAMR1 (p<0.001). El envejecimiento aumentó la 
expresión de NFkB, NFkB 2 y NKAP en los ratones SAMP8 (p<0.001) 
mientras que en los SAMR1 solo se  observan diferencias entre jóvenes y 
viejos en la expresión de NKAP, aunque se siguen observando valores 
menores que en los SAMP8 (p<0.001) (Figura 5, Artículo I). 
El MCP-1 es una proteína quimiotáctica, que junto con las moléculas de 
adhesión, contribuye a la migración de las células inflamatorias hacia el 
órgano diana, contribuyendo al aumento del estrés oxidativo y 
amplificando la respuesta inflamatoria. En este trabajo, hemos 
determinado la expresión de MCP-1 en el hígado de ratones SAMP8 y 
SAMR1 de 2 y 10 meses de edad. La expresión de este mRNA fue 
significativamente más alta en los animales SAMP8 viejos (p<0.02) al 
compararlos con los jóvenes de la misma cepa, mientras que en  los 
ratones SAMR1 no se han observado diferencias significativas entre 
animales jóvenes y viejos. El análisis comparativo de las dos cepas de 
ratones de nuevo muestra que los ratones SAMP8 viejos (p<0.05) tienen 
mayores niveles que los SAMR1 de la misma edad (Figura 2, Artículo I).  
 
Como ya se ha dicho, el NO puede jugar un papel importante como 
mediador de los efectos de las citoquinas. Cuando estudiamos la actividad 
nitrato sintasa, se han encontrado diferencias significativas en la expresión 
de mRNA de la isoforma inducible, iNOS, entre ambas cepas de ratones 
(SAMR1 y SAMP8) siendo mayores los valores en los SAMP8 (p<0.05) 
tanto en animales jóvenes como en viejos. Sin embargo, no se observaron 
diferencias en la expresión del  mRNA entre jóvenes y viejos en la misma 
cepa. La expresión del mRNA de las isoformas constitutivas fue similar en 
todos los grupos  (Figura 3, Artículo I).  
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Al analizar la expresión proteica observamos una disminución de la 
expresión de nNOS en los animales viejos al igual que lo observábamos en 
la expresión del mRNA aunque no era estadísticamente significativo y un 
aumento con el tratamiento con melatonina (Tabla IV). 
 
u.a. unidades arbitrarias 
Tabla IV. Expresión del mRNA de eNOS y nNOS, además de expresión 
proteica de nNOS en el hígado de ratones. 
 
El CO es un gas que puede formarse endógenamente y comparte muchos 
de los efectos del NO. La principal fuente de CO es la degradación del 
grupo hemo por acción de la hemooxigenasa (HO).  En este estudio hemos 
observado que la expresión de mRNA de HO-1 (isoforma inducible) 
aumentó en los animales SAMP8 con la edad (p<0.001). Por el contrario, la 
expresión de la proteína, determinada por Western blot, fue menor. No 
hemos encontrado diferencias significativas en la expresión de HO- 1 entre 
animales jóvenes y viejos en  los ratones SAMR1. La expresión de HO-2 
aumentó con la edad en ambas cepas de ratones, SAMP8 y SAMR1 
(p<0.001). Además, los valores observados en los animales SAMP8 son 
mayores que los encontrados en los SAMR1 tanto de la expresión de la 
proteína como del mRNA (p<0.001)  (Figura 4, Artículo I).  
La edad también indujo un aumento significativo de los niveles de 
proteínas oxidadas y MDA inducido por la edad  en los ratones SAMP8 
(p<0.05) (Tabla V). En los ratones SAMR1 no se observó este efecto de la 
SAMP8   SAMR1 
 Jóven Viejo GH Mel GH+Mel Jóven Viejo 
eNOS (u.a) 1.24±0.48 1.11±0.14 1.20±0.17 0.93±0.16 1.67±0.22 0.92±0.13 0.79±0.04 
nNOS (u.a) 1.44±0.607 0.49±0.08 0.57±0.14 0.64±0.11 2.04±0.73 0.51±0.07 0.49±0.08 
nNOS (OD*mm2) 9.20±2.15 5.14±0.80  10.97±3.34  3.61±0.56 4.61±1.42 
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edad y tampoco se han encontrado diferencias significativas entre ambas 
cepas de ratones.  
 
SAMP8 SAMR1 
 Jóven Viejo GH Mel GH+Mel Jóven Viejo 
Prot. ox 46.56±10.05 69.16±9.59* 44.93±4.07# 35.74±9.71 75.02±18.56 64.23±16.04 74.49±12.69 
MDA 0.099±0.03 0.29±0.11* 0.136±0.047# 0.128±0.04 0.15±0.13 0.06±0.025 0.122±0.07 
Tabla V. Niveles de proteínas oxidadas y MDA en el hígado de ratones. 
 
 
No se han observado diferencias significativas en la expresión del mRNA 
de Bcl-2, BAD ni BAX durante el proceso de envejecimiento en los ratones 





(u.a) Jóven Viejo GH Melatonina GH+Mel Jóven Viejo 
Bcl-2 1.12±0.27 1.23±0.16 1.18±0.27 0.81±0.05 1.76±0.30 0.68±0.07 0.71±0.049 
BAD  0.65±0.22 0.42±0.03 0.30±0.08 0.26±0.02 0.65±0.21 0.518±0.06 0.61±0.06 
BAX 1.04±0.18 0.82±0.08 0.62±0.11 0.72±0.06 0.81±0.06 0.76±0.06 0.61±0.03 
Tabla VI. Expresión del mRNA de Bcl-2, BAD y BAX en el hígado de 
ratones. 
 
Los efectos del envejecimiento fueron parcialmente bloqueados por los 
tratamientos con GH y/o melatonina.  
La melatonina disminuyó la expresión tanto de mRNA (p<0.01) como de 
la proteína (p<0.001) de TNF-α, IL1β,  y MCP1 (p<0,05). Por el contrario, 
aumentó la expresión de la citoquina antiinflamatoria IL10 (p<0.001). La 
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expresión de NFkB1, NFkB 2 y NKAP también fue significativamente 
menor (p<0,001) en los animales tratados con melatonina, también redujo 
significativamente la expresión de  iNOS (p<0.05), HO-2 (p<0.001) y HO-1 
(p<0.05) y los niveles de proteínas oxidadas (p<0.05) y de MDA (p<0.05). 
Al igual que el tratamiento con GH no se observaron efectos en el proceso 
de apoptosis. 
En resumen, el tratamiento con melatonina redujo significativamente la 
expresión de mediadores proinflamatorios y de estrés oxidativo en el 
hígado de animales viejos, sugiriendo un posible efecto protector de la 
melatonina frente al daño hepático secundario al envejecimiento. 
 
La administración de GH ejerció un efecto protector en el hígado frente al 
envejecimiento, ya que redujo la expresión de TNF-α (p<0.05), de IL-1β 
(p<0.05) y de MCP1 (p<0.05), en cambio el tratamiento no fue capaz de 
modificar la expresión de IL-10 (Figura I). Si que disminuyó de forma 
significativa la expresión génica de iNOS (p<0.05) y HO-2 (p<0.05) (Figura 
III), y los niveles de proteínas oxidadas (p<0.05) y MDA (p<0.05) (Tabla 
II). El tratamiento también redujo la expresión de NFkB 1, NFkB 2 y 
NKAP de manera significativa (p<0.001) (Figura II). El tratamiento no 
ejerció ningún efecto en cuanto al proceso de apoptosis (Tabla III).  
 
El tratamiento combinado de GH con melatonina disminuyó la expresión 
de TNF-α (Figura VIII) y de todas las subunidades del factor de 
transcripción NFkB (Figura IX). Por otra parte el tratamiento combinado 
es capaz de aumentar la síntesis del mRNA de HO-1 (Figura X). Sin 
embargo no se observa efecto en cuanto a las expresiones de IL-1β, IL-10 y 
MCP1 (Figura VIII), iNOS y HO-2 (Figura X). Por todo ello podemos decir 
que el tratamiento combinado no presenta efectos aditivos claros y no 
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Figura VIII 
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Figura X 
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Hemos investigado en primer lugar el efecto del envejecimiento sobre 
diferentes parámetros relacionados con la homeostasis de la glucosa y los 
fenómenos de proliferación y diferenciación en las células pancreáticas. 
 
Estudiamos el contenido pancreático de insulina, además de los niveles de 
glucosa e insulina plasmáticos. Observamos que, mientras que la 
concentración de glucosa no varía con la edad en ninguna de las dos cepas 
de animales, si que se produce un aumento de los niveles plasmáticos de 
insulina en los ratones SAMP8 (p<0.0004). Al analizar el contenido 
pancreático de insulina observamos que  disminuye con la edad en los 
ratones SAMP8 (p<0.001) mientras que en los ratones SAMR1 se observa 
un aumento con la edad (p<0.001). Aunque no se observaron diferencias 
en los niveles de glucosa plasmáticos en ninguna de las dos cepas de 
ratones, el índice HOMA-IR si que aumentó significativamente en los 
ratones SAMP8 con el envejecimiento (p<0.01). Este índice también es 
mayor en los SAMP8 viejos al compararlos con los SAMR1 de la misma 
edad (p<0.01) (Tabla 2, Artículo II). 
El envejecimiento provocó un aumento significativo de la expresión del 
mRNA de glucagon (p<0.05) en el páncreas de ratones SAMP8 viejos 
comparados con los observados en animales jóvenes de la misma cepa 
(p<0.01, Fig1, Artículo II). Este efecto de la edad no fue observado en 
ratones SAMR1, resistentes al envejecimiento. Aunque la expresión de 
mRNA de insulina (p<0.001) y somatostatina (p<0.0001) es mayor en el 
páncreas de los animales jóvenes SAMP8 que en los SAMR1 de la misma 
edad (Figura 2, Artículo II), no se observaron diferencias en la expresión 
del mRNA de estas hormonas entre animales jóvenes y viejos en ninguna 
de las dos cepas (Figura 2, Artículo II).  
El GLUT-2 actúa como sensor de glucosa en las células β lo que conduce a 
la liberación de insulina. Se han encontrado diferencias en la expresión del 
mRNA de GLUT-2 entre ambas cepas de ratones (SAMR1 y SAMP8) 
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siendo mayores los valores observados en los animales SAMP8 viejos 
(p<0.05) (Figura 1B, Artículo II). La edad indujo un aumento significativo 
(p<0.01) de la expresión del mRNA de GLUT-2 en el páncreas de los 
ratones SAMP8. Sin embargo, no se observaron diferencias en la expresión 
del mRNA entre jóvenes y viejos en los ratones SAMR1 (Figura 1, Artículo 
II).   
 
El tratamiento con GH bloqueó parcialmente los efectos del 
envejecimiento sobre la expresión de glucagon (p<0.04), GLUT-2 (p<0.01), 
insulina (p<0.007) y somatostatina (p<0.05) (Figuras 1 y 2, Artículo II). 
La administración de GH también redujo los niveles plasmáticos de 
insulina (p<0.0004) (Tabla 2 paper XX) y produjo una disminución del 
índice HOMA-IR en los ratones SAMP8 viejos (p<0.01) (Tabla 2, Artículo 
II).  
 
Los tratamientos con melatonina a las dos concentraciones (1mg/kg/día y 
10mg/kg/día) son capaces de reducir la expresión de glucagon (p<0.05), 
GLUT-2 (p<0.01), somatostatina (p<0.001) e insulina (p<0.01) en los 
animales SAMP8 viejos al compararlos con los no tratados (Figuras 1 y 2,  
Artículo V).  
Los tratamientos con melatonina son capaces de restaurar los niveles de 
insulina plasmáticos y el contenido pancreático de manera dosis-
dependiente (p<0.05). En los animales SAMR1 el contenido pancreático de 
insulina disminuye sus valores (p<0.05) con los tratamientos (Tabla 2, 
Artículo V). El tratamiento con melatonina (a las dos dosis) es capaz de 
disminuir los niveles de glucosa que encontramos en los animales SAMP8 
viejos (p<0.05). En la cepa SAMR1 no se han observado diferencias ni con 
la edad ni con los tratamientos (Tabla 2, Artículo V). En cuanto al índice 
HOMA-IR la administración de melatonina es capaz de reducir este índice 
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en las dos cepas de ratones de manera dosis-dependiente (p<0.05) (Tabla 
2, Artículo V). 
 
El tratamiento combinado de GH con melatonina es capaz de reducir la 
expresión de glucagon (p<0.05), GLUT-2 (p<0.01), somatostatina (p<0.05) 
e insulina (p<0.05) en los animales SAMP8 viejos al compararlos con los 
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Figura I. Expresión del mRNA de glucagon, GLUT2, Insulina y 
Somatostatina en animales SAMP8 y SAMR1. Efecto de la administración 




El tratamiento combinado de GH con melatonina disminuye los niveles de 
insulina plasmáticos (p<0.05) y por lo tanto reduce el índice HOMA-IR 
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 SAMP8 SAMR1 
 Joven Viejo Viejo+GH+Mel  Joven Viejo 
Glucosa 
(mmol/L) 
5.43±0.31 5.80±0.32# 5.69±0.30 4.48±0.69 5.42±0.35 
Insulina 
(mUi/L) 
4.72±0.95 14.96±2.57*# 10.5±2.20 4.72±0.95 7.47±0.69*# 
HOMA 
(I/R) 
1±0.17 3.16±0.58*#۞ 2.80±0.65 1.25±0.17 1.71±0.13*# 
Tabla I. Niveles de insulina y glucosa plasmáticos.  
 
 
Hay estudios que relacionan la pérdida de la función pancreática con la 
disminución del número de células, por lo tanto, al observar que en 
nuestros ratones se produce una pérdida de la función pancreática, 
abordamos el estudio de marcadores de proliferación celular como son 
PCNA y Sei1, pero no se observaron diferencias a este nivel en la 
expresión de los mRNA. Al estudiar la expresión del mRNA de un 
marcador de diferenciación celular pancreático (Pdx-1), observamos que la 
expresión del mRNA de Pdx-1 disminuyó con la edad en ambas cepas 
(p<0.001) (Figura 4, Artículo II; Figura 4, Artículo V).  Por lo tanto 
podemos pensar que el problema que reside en nuestros ratones no es 
tanto la disminución en el número de células beta sino un fallo en la 
diferenciación de dichas células.  
Al estudiar genes relacionados con la longevidad como son los factores 
FoxO y sirtuinas observamos que la expresión génica de FoxO 1 (p<0.05) 
disminuye de manera significativa con la edad en los animales SAMP8. La 
edad también indujo una disminución de  los factores FoxO 3A (p<0.001) e 
IGF-I (p<0.001) en los ratones SAMP8. Aunque la expresión de mRNA de 
sirtuina muestra una tendencia a disminuir en el páncreas de ratones 
SAMP8 viejos comparados con animales jóvenes, la diferencia no llegó a 
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ser estadísticamente significativa (Figura 3, Artículo II; Figura 3, Articulo 
V). No se observaron diferencias en la expresión de estos parámetros entre 
animales jóvenes y viejos en ratones SAMR1. El análisis comparativo de 
las dos cepas de ratones muestra que los ratones SAMP8 viejos presentan 
una mayor expresión de FoxO1 (p<0.05) que los SAMR1 de la misma edad 
(Figura 3, Artículo II; Figura 3, Articulo V). El factor de transcripción 
forkhead box O1 (FoxO1) desempeña un papel crucial en el mecanismo de 
señalización de la insulina. De hecho, se ha sugerido una posible 
vinculación de FoxO1 en la desregulación de la homeostasis de la glucosa 
y la generación de resistencia a la insulina.  
 
El tratamiento con GH no fue capaz de modificar los marcadores de 
proliferación celular estudiados pero si que observamos que el tratamiento 
con GH aumentó la expresión del mRNA de Pdx-1 en los animales SAMP8 
(p<0.001) (Figura 4, Artículo II). Al igual que aumentó de manera 
significativa la expresión de FoxO 3A (p<0.001), sirtuina (p<0.05) e IGF-1 
(p<0.001) en los animales tratados. La GH no es capaz de modificar la 
expresión del mRNA de FoxO1 (Figura 3, Artículo II). 
El tratamiento con melatonina aumenta de manera significativa los valores 
de FoxO 3A (p<0.001), sirtuina (p<0.05) y FoxO1 (p<0.05) en los ratones 
SAMP8 viejos (Figura 3, Artículo V). Se observa un aumento dosis 
repuesta en la expresión génica de FoxO3A y sirtuina. La administración 
de melatonina no cambia la expresión de Sei 1 en ninguna de las dos 
cepas. En cambio, sólo la la melatonina a 10 mg/kg/día es capaz de 
aumentar la expresión de Pdx-1 (p<0.001) (Figura 4, Artículo V). 
 
El tratamiento combinado aumenta la expresión de los mRNAs de los 
marcadores de proliferación celular estudiados, PCNA y Sei1, además de 
aumentar la expresión del mRNA de Pdx-1 en los animales SAMP8 
(p<0,05) (Figura II). Al igual que aumentó de manera significativa la 
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expresión de FoxO 1(p<0.05), FoxO 3A (p<0.05), sirtuina (p<0.05) e IGF-1 
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Figura II. Expresión del mRNA de genes relacionados con la proliferación 
(PCNA y Sei1) y con la diferenciación (Pdx-1) en el páncreas de ratones. 
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Figura III. Expresión del mRNA de genes relacionados con la longevidad 
en el páncreas de ratones. Efecto del tratamiento combinado de GH con 
melatonina. 
 
 *   * 
  * 
  *  * 
  * 
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Se acepta generalmente que con la edad se produce un desbalance entre 
factores anti- y pro-inflamatorios a favor de estos últimos, dando lugar a 
un estado pro-inflamatorio persistente que produciría daño tisular. Este 
daño podría ser debido a un aumento de las citoquinas proinflamatorias 
y/o quimioquinas además del estrés oxidativo. Este aumento parece estar 
mediado, al menos en parte, a través de la activación del factor de 
transcripción NFkB el cual parece jugar un papel central en la inflamación.  
Para investigar el posible papel de estos mediadores pro-inflamatorios en 
los efectos deletéreos del envejecimiento pancreático, hemos estudiado en 
primer lugar, la expresión de citoquinas (mRNA y proteína). 
El envejecimiento indujo un aumento estadísticamente significativo tanto 
de la expresión de mRNA como de proteína de las citoquinas 
proinflamatorias IL-1β (p<0.5) y TNF-α (p<0.01) en ratones SAMP8 viejos 
al compararlos con animales jóvenes (Figura 1, Artículo III). Un efecto 
similar fue observado cuando se determinaron los niveles de estas 
citoquinas  utilizando un método inmunoenzimático (ELISA) (Tabla 2, 
Artículo III). Por el contrario, el envejecimiento redujo significativamente 
la expresión de la proteína de la citoquina antiinflamatoria IL-10 
(p<0.0003), y de nuevo se observó un resultado similar cuando se 
determinaron los niveles de mediante ELISA (Tabla 2, Artículo III).   
El envejecimiento también incrementó los niveles de IL-6 e IL-2 (Tabla 2, 
Artículo III). No se han observado diferencias significativas en los niveles 
de MCP1 e IL-4 con la edad (Tabla 2, Artículo III).  
En los ratones SAMR1 no se han observado diferencias significativas entre 
animales jóvenes y viejos ni en la expresión de la proteína, ni en la del 
mRNA, ni en los niveles pancreáticos de TNFα, IL-1β, IL-10, IL-2, IL-6, 
MCP1 e IL-4. 
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Diferentes estudios han sugerido que el factor de transcripción nuclear kB 
(NF-kB)  podría jugar un papel importante en la respuesta a diferentes 
señales inflamatorias tales como el TNFα y/o la IL-1β. En el citosol, el NF-
kB es inhibido por IkB.  En respuesta a una señal activadora (p ej, la unión 
de TNFα a su receptor) el IkB puede ser fosforilado por IKK (IkB kinasa). 
Esto induce la degradación de IkB a través del sistema ubiquitina-
proteasoma y el NF-kB libre puede entonces traslocarse al núcleo 
potenciando la respuesta inflamatoria. 
La expresión de las subunidades de NFkB se encuentran aumentadas con 
el envejecimiento en los ratones SAMP8, en los SAMR1 sólo se observan 
diferencias en la subunidad NFkB p52, siendo ésta expresión mayor en los 
animales viejos (Figura 8, Artículo IV)  
En los ratones SAMP8, la expresión de IKB alpha disminuyó con la edad 
(p<0.05); por el contrario, la expresión de la subunidad beta aumentó en 
estos animales (p<0.05) (Figura 9, Artículo IV).  
Estos efectos del envejecimiento no se observaron en los ratones SAMR1 
en los que la expresión de las distintas subunidades de NFkB fueron 
similares en los animales jóvenes y viejos (Figuras 8 y 9, Artículo IV). 
 
Se acepta que durante el envejecimiento aumentan los radicales libres y 
disminuye la defensa antioxidante de los organismos. Se ha analizado la 
expresión del mRNA y de las proteínas de marcadores secundarios de 
estrés oxidativo. No se han observado diferencias significativas en la 
expresión de eNOS ni HO-2 con la edad mientras que la expresión 
proteica de HO-1 aumenta con el envejecimiento en los ratones SAMP8 de 
manera significativa (p<0,01) (Figura 2, Artículo III). La expresión génica 
de iNOS aumenta con la edad, al igual que los niveles de NO en los 
ratones SAMP8 (p<0,05) (Figura 3, Artículo III). 
Un mediador molecular que ha sido ampliamente implicado en el 
mecanismo de acción de las citoquinas es el óxido nítrico (NO), un gas 
sintetizado a partir de Arginina por acción de las nitrato sintasas. En 
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nuestros resultados observamos que la edad aumentó significativamente 
los niveles de NO en ratones SAMP8 (p<0,05) al compararlos con los 
observados en los animales jóvenes de la misma cepa (Figura 6, Artículo 
IV). Este aumento de los niveles de NO fue acompañado de un aumento 
de la expresión del mRNA de la isoforma inducible de la nitrato sintasa, 
iNOS, (p<0,05) (Figura 5, Artículo III), mientras que la expresión de eNOS 
no se modificó. Tampoco se observaron diferencias en los niveles de NO, 
ni en la expresión de iNOS entre animales jóvenes y viejos en los ratones 
SAMR1.   
El envejecimiento también indujo un incremento significativo (p<0,01) de 
la expresión protéica de HO-1 (isoforma inducible de la hemoxigenasa), en 
los ratones SAMP8 (Figura 2, Artículo III) Como en el caso de las nitrato 
sintasas, el envejecimiento no modificó la expresión de la isoforma 
constitutiva de la hemoxigenasa, HO-2, (Figura 2, Artículo III). Tampoco 
se observaron diferencias en la expresión de las hemoxigenasas entre 
animales jóvenes y viejos en los ratones SAMR1 (Figura 2 y 3, Artículo 
III).  
 
Es aceptado que tanto las citoquinas proinflamatorias, como el óxido 
nítrico y otros radicales libres pueden inducir muerte celular tanto por 
necrosis como por apoptosis. Actualmente, se cree que estos mediadores 
podrían contribuir a la muerte celular por regulación de la expresión de 
factores de sobra conocidos como implicados en la apoptosis. En este 
trabajo, hemos examinado el efecto de la edad sobre la expresión de genes 
pro y anti-apoptóticos en el páncreas de ratones SAMP8 y SAMR1. 
El envejecimiento aumentó la expresión del  mRNA de las proteínas 
proapoptóticas BAD y BAX (p<0.05) en el páncreas de ratones SAMP8 (Fig 
4, paper xxx). Aunque no se observaron diferencias en la expresión de 
mRNA de la proteína antiapoptótica Bcl-2, con el envejecimiento 
disminuyó la expresion del mRNA de  XIAP (antiapoptótica) (p<0.05) 
(Figura 4, Artículo III; Figura 7a, Artículo IV). No se observaron 
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diferencias significativas entre animales jóvenes y viejos en los ratones 
SAMR1. 
El análisis comparativo de las dos cepas de ratones muestra que los 
ratones SAMP8 viejos presentan una mayor expresión de estas proteínas 
que los SAMR1 de la misma edad (p<0.05) (Figura 4 y 5, Artículo III; 
Figura 7, Artículo IV).  Como en todos los parámetros estudiados, no es 
tan importante el resultado neto como el balance entre marcadores pro y 
anti-apoptóticos, al analizar este ratio (Bcl-2/BAD+BAX) observamos que  
disminuye en los animales SAMP8 viejos. En cambio, no se han observado 
diferencias con la edad en la cepa de los ratones SAMR1.  
  
 
Los efectos del envejecimiento fueron parcialmente bloqueados por los 
tratamientos con melatonina y/o GH. 
La administración de GH también redujo el efecto del envejecimiento 
sobre la expresión del mRNA (p<0.05) y de la proteína (p<0.01) TNF α. En 
el caso de la IL-1β se observa un descenso en la expresión del mRNA 
(p<0.05). Aunque no se observaron diferencias con la edad en la expresión 
de la proteína de IL-10, la GH si que aumenta la expresión de esta 
citoquina, además es capaz de disminuir los niveles de las citoquinas 
proinflamatorias IL-6, IL-2 y MCP1 a la vez que aumenta los niveles de IL-
4 (Tabla 2, Artículo III). Estos resultados sugieren  un efecto protector de 
la GH en el páncreas  frente a los procesos inflamatorios implicados en el 
envejecimiento pancreático.  
La administración de GH fue capaz de disminuir la expresión de la 
proteína NFkB p50 (p<0.05) en los ratones SAMP8 viejos pero no ejerce 
efectos en su precursor (NFkB p105) (Figura 7, Artículo III). En cambio, la 
expresión de NFkB p52 y de su precursor p100 disminuyen con el 
tratamiento (p<0.05) (Figura 8, Artículo III). No se han encontrado 
diferencias en las expresiones de NFkB p65 (Figura 6, Artículo III), IKB 
alpha e IKB beta (Figura 9, Artículo III) con el tratamiento. 
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La expresión de proteínas de HO-1 disminuye con el tratamiento (p<0.01) 
pero la GH no es capaz de reducir con significancia estadística la 
expresión de la proteína de eNOS y HO-2 (Figura 2, Artículo III).  
La expresión del mRNA de iNOS muestra una disminución 
estadísticamente significativa con el tratamiento con GH (p<0.05) que 
obviamente va en correlación con lo observado en los niveles de NO en el 
páncreas (Figura 3, Artículo III). 
En los ratones SAMR1 no se observan diferencias significativas entre 
animales jóvenes y viejos en ninguna de las medidas realizadas de HO-1, 
HO-2, iNOS y eNOS (Figura 2 y 3, Artículo III) por lo que no se trataron 
con GH ya que no es posible mejorar algo que no está dañado.   
En cuanto al proceso de apoptosis, el tratamiento con GH es capaz de 
disminuir la expresión de los mRNA de BAD y BAX (p<0.05) (Figura 4, 
Artículo III). La expresión de los mRNA de genes antiapoptóticos (Bcl-2 y 
XIAP) no se modifica con el tratamiento (Figura 5, Artículo III). Aunque 
el resultado final es que el ratio de marcadores anti/pro-apoptóticos (Bcl-
2/Bax + BAD) aumenta con el tratamiento (Figura 5, Artículo III). 
 
Resumiendo, el tratamiento con GH es capaz de disminuir el estado 
inflamatorio asociado con el envejecimiento en los ratones SAMP8 ya que 
disminuye la expresión de las  citoquinas inflamatorias (TNF-α, IL-1β, IL-
6, IL-4 y MCP1) a la vez que aumenta la expresión de IL-10 e IL-4.  
Además se observa una disminución de la expresión proteica de los NFkB 
p50 y p52. 
En cuanto a los marcadores de estrés oxidativo la GH es capaz de 
disminuir la HO-1, iNOS y los valores observados de NO.  
El equilibrio entre marcadores pro y anti-apoptóticos está balanceado 
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El tratamiento con melatonina es capaz de disminuir la expresión del 
mRNA de IL-1β (p<0.05) de manera dosis-dependiente pero no se han 
observado cambios en la expresión proteica de IL-1β con los tratamientos 
de melatonina en los ratones SAMP8 (Figura 1, Artículo IV). En los 
SAMR1 no se observan diferencias entre jóvenes y viejos. Al tratar a los 
animales con melatonina se observa una tendencia a disminuir la 
expresión de la proteína pero no es estadísticamente significativa (Figura 
1d, Artículo IV). El análisis comparativo entre las dos cepas de ratones 
muestra que hay mayores expresiones en los ratones SAMP8 que en los 
SAMR1.  
El tratamiento con melatonina es capaz de disminuir la expresión de la 
proteína (p<0.05) y del mRNA (p<0.05) de la citoquina pro-inflamatoria 
TNF-α en los ratones SAMP8. En la cepa de los SAMR1 no se han 
observado diferencias ni en cuanto a la edad ni con los tratamientos 
(Figura 2, Artículo IV).  
Los tratamientos con melatonina son capaces de aumentar la expresión de 
la proteína de IL-10 de manera dosis-dependiente (p<0.05) en los ratones 
SAMP8. En los ratones SAMR1 podemos observar un incremento de la 
expresión de la proteína y de los niveles de IL-10 con la edad (p<0.05). 
Además observamos que en la cepa de ratones SAMR1 hay una 
disminución de los niveles de esta citoquina con melatonina (p<0.05) 
(Figura 3, Artículo IV).            
En cuanto a la citoquina pro-inflamatoria IL-6 observamos que la 
melatonina es capaz de disminuir los niveles de ésta tanto en los SAMP8 
(p<0.001) como en los SAMR1 (p<0.05). La melatonina es capaz de 
disminuir los niveles de esta citoquina tanto en los ratones SAMP8 
(p<0.001) como en los SAMR1 (p<0.05) (Figura 4, Artículo IV). 
Con estos resultados podemos resumir que la melatonina es capaz de 
disminuir el estado inflamatorio asociado a la edad en los ratones SAMP8 
disminuyendo citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL-1β e IL-6) y 
aumentando IL-10 que es anti-inflamatoria. En los ratones SAMR1 los 
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tratamientos con melatonina no ejercen tanto efecto, pero bien es cierto 
que en estos ratones los cambios asociados a la edad son menores.  
En cuanto a la expresión de la proteína de NFkB p65 no se han observado 
diferencias con el tratamiento con ninguna de las dos dosis pero tampoco 
se habían observado diferencias entre animales jóvenes y viejos. La 
expresión de la proteína es menor en los ratones jóvenes SAMP8 al 
compararlos con los SAMR1 de la misma edad (p<0.05). Tampoco se han 
encontrado diferencias significativas en la expresión proteica de NFkB p50 
en los ratones SAMP8 tratados con melatonina. Los ratones SAMP8 
jóvenes tienen menores niveles de esta proteína que los que observamos 
en los SAMR1 de la misma edad. La expresión de la proteína de NFkB p52 
aumenta en los animales SAMP8 viejos (p<0.05) y solamente el 
tratamiento con la dosis de 10 mg/kg/día es capaz de reducir esta 
expresión (Figura 8, Artículo IV). En los animales SAMR1 no se observan 
diferencias con los tratamientos con melatonina a ninguna de las dos 
dosis. No hay diferencias significativas en las otras subunidades en los 
ratones SAMR1 (Figura 8, Artículo IV). 
 
La expresión de la proteína de IkB alpha disminuye con la edad en los 
ratones SAMP8 (p<0.05) y la melatonina a las dos dosis aumenta esta 
expresión (p<0.05). No se han observado diferencias significativas en los 
ratones SAMR1. Además se observan mayores valores en los ratones 
SAMP8 jóvenes al compararlos con los SAMR1 de su misma edad. Al 
contrario de lo observado con IkB alpha, la expresión de IkB beta aumenta 
con el envejecimiento en los ratones SAMP8 (p<0.05) y solo la dosis más 
alta de melatonina es capaz de disminuir su expresión (Figura 9, Artículo 
IV). No se han encontrado diferencias significativas en las expresiones de 
estas subunidades en los ratones SAMR1.  
No se han observado diferencias en la expresión de la proteína de HO-1 
con la dosis de 1 mg/kg/día de melatonina, pero al tratar a los animales 
con la dosis más elevada (10 mg/kg/día) se observa que disminuye la 
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expresión de HO-1 (p<0.05). No se observan diferencias significativas en 
los ratones SAMR1 no con la edad ni con los tratamientos. Podemos 
observar que los ratones SAMR1 tienen mayor expresión proteica de HO-1 
que los SAMP8 (p<0.05) (Figura 5a, Artículo IV).  
La expresión del mRNA de iNOS muestra una disminución 
estadísticamente significativa con los tratamientos de melatonina (p<0.01). 
Los animales SAMP8 viejos tienen menor expresión del mRNA de iNOS 
que los SAMR1 de la misma edad (p<0.01) (Figura 5b, Artículo IV). No se 
observan diferencias significativas entre animales jóvenes y viejos de la 
cepa de los SAMR1.  
La melatonina a 1mg/kg/día no es capaz de ejercer efectos en los niveles 
de NO pero el tratamiento más elevado es capaz de disminuir los niveles 
de NO de manera significativa (p<0.05). No se han encontrado diferencias 
significativas en los ratones SAMR1 ni con la edad ni con el tratamiento 
(Figura 6, Artículo IV).  
El tratamiento con melatonina a 1mg/kg/día disminuye la expresión del 
mRNA de BAD  de manera significativa. No se observan diferencias con la 
dosis más alta de melatonina. Además se observa que la expresión de 
BAD es mayor en los animales de la cepa SAMP8 (p<0.05) que en la 
SAMR1 de la misma edad (Figura 7a, Artículo IV). En cambio, no se 
observan diferencias en la expresión del mRNA de Bcl-2 en los ratones 
SAMP8 con los tratamientos. La expresión del mRNA de Bcl-2 es menor 
en los ratones SAMR1 jóvenes y viejos al compararlos con los SAMP8 de 
las mismas edades (Figura 7b, Artículo IV). 
La dosis más elevada de melatonina es capaz de aumentar la expresión del 
mRNA de XIAP (p<0.05). Además se ha observado que los SAMR1 
jóvenes tienen menor expresión de este gen que los SAMP8 de la misma 
edad (p<0.05) (Figura 7c, Artículo IV). 
El ratio entre marcadores anti y proapoptoticos (Bcl-2/BAD) aumenta de 
manera significativa con el tratamiento de 10 mg de melatonina (p<0.05). 
No se han encontrado diferencias en los ratones SAMR1, si que se observa 
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un aumento de la expresión de los ratones SAMP8 jóvenes al compararlos 
con los SAMR1 de la misma edad (Figura 7d, Artículo IV). 
Resumiendo podemos decir que la melatonina es capaz de mejorar la 
función pancreática no sólo mejorando la inflamación asociada a la edad, 
sino también reduciendo el estrés oxidativo y la apptosis, a la vez que la 




El tratamiento combinado de GH con melatonina es capaz de disminuir la 
expresión del mRNA de IL-1β y la expresión de la proteína de TNF-α 
(p<0.05) en cambio no fue capaz de reducir la expresión de la proteína de 
IL-1 β ni de IL-10. Tampoco fue capaz de ejercer efectos en la expresión del 
mRNA de TNF- α (Figura IV)  
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Figura IV. Expresión de la proteína y mRNA de IL-1β (A y B) y TNF-α (C y D) 
como citoquinas inflamatorias. Además estudio de la expresión del mRNA de 
IL-10 (D) como anti-inflamatoria en el páncreas de dos tipos de ratones. Efecto 
del tratamiento combinado con GH+melatonina en los ratones SAMP8. 
 
 
La administración de GH con melatonina no fue capaz de cambiar la 
expresión de la proteína NFkB p50. En cambio, la expresión de NFkB p52 
y NFkB p65 si que disminuyen de manera significativa con el tratamiento 
(p<0.05). No se han encontrado diferencias significativas en las 
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Figura V. Expresión de la proteína de las subunidades del factor de 
transcripción NFkB.  NFkB p50 (A), NFkB p52 (B) y NFkB p65 (C). 
Expresión de las subunidades reguladoras del NFkB: IKBα (D) e IKBβ (E) 
en el páncreas de dos tipos de ratones y efecto del tratamiento combinado 
con GH+melatonina en los ratones SAMP8. 
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La expresión de proteínas de HO-1 y HO-2 disminuyen con el tratamiento 
combinado (p<0.05). En cambio el tratamiento no es capaz de ejercer 
efectos en la expresión de la proteína de eNOS ni en la expresión del 
mRNA de iNOS. Este tratamiento no ejerce ningún efecto en los niveles de 
NO observados (Figura VI). 
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Figura VI. Expresión de la proteína de HO (A y B) y de eNOS (C). Además 
estudio de la expresión del mRNA de iNOS (D) y niveles de NO (E) en el 
páncreas de dos tipos de ratones y efecto del tratamiento combinado con 
GH+melatonina en los ratones SAMP8. 
 
 
En cuanto al proceso de apoptosis, el tratamiento combinado de GH con 
melatonina es capaz de aumentar la expresión del mRNA de Bcl-2 
 * 
   * 
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(p<0.05) pero no la expresión de su proteína. No se ha visto ningún 
cambio ni en la expresión del mRNA ni de la proteína en la proteína pro-
apoptotica BAD, ni en la expresión del mRNA de BAX. Por otra parte, este 
tratamiento es capaz de aumentar las expresiones de los mRNA de XIAP y 
AIF de manera significativa (p<0.05) (Figura VII).  
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Figura VII. Expresión del mRNA y expresión proteica de marcadores anti-
apoptóticos como Bcl2 y XIAP (A, B y C), proapoptóticos como BAD, BAX 
y AIF (D, E y F) en el páncreas de dos tipos de ratones y efecto del 
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Además de lo comentado anteriormente, con el envejecimiento tiene lugar 
una disminución en los niveles de glutatión peróxidasa (p<0.05) y 
glutatión reductasa (p<0.05). No se observan cambios en los niveles de 
glutatión S-transferasa, superóxido dismutasa y porcentaje de glutatión 
entre los animales jóvenes y viejos SAMP8 (Tabla II). 
SAMP8 
 Joven Viejo GH Mel 1 Mel 10 GH+Mel 
GPx 51.44±22.47 17.31±4.05 32.60±10.66 52.84±13.45 56.88±5.84 41.76±9.37 
GST 297.61±35.10 241.74±19.78 2.18±2.14 356.85±38.81 294.23±49.58 10.53±6.59 
GR 294.93±16.03 164.27±33.94153.83±186.28 236.86±50.29 138.80±12.08 508.87±17.89 
%GSH 54.79±3.86 57.39±2.47 58.64±6.41 69.13±2.53 62.83±2.05 90.74±1.31 
SOD 5.11±0.34 4.37±0.27 4.68±0.54 4.36±0.44 4.62±0.25 4.97±0.38 
NOx 9.38±2.71 12.35±1.85 4.97±0.72 17.20±2.08 9.16±2.09 11.05±2.45 
Tabla II. Niveles de enzimas antioxidantes en el páncreas de ratones 
SAMP8 y efecto de los tratamientos con GH, melatonina1, melatonina 10 y 
GH+melatonina. 
 
Tabla III. Niveles de enzimas antioxidantes en el páncreas de ratones 




 Joven Viejo Mel 1 Mel 10 
GPx 79.97±17.85 54.12±27.23 54.50±13.70 64.18±17.16 
GST 289.66±19.14 299.86±14.94 354.27±18.36 331.80±20.65 
GR 251.63±22.34 210.12±19.75 344.34±33.50 353±17.76 
%GSH 57.43±3.01 42.51±1.71 56.86±2.84 60.52±3.46 
SOD 4.47±0.16 2.93±0.34 6.72±0.46 7.14±0.11 
NOx 7.81±1.73 14.62±1.72 15.66±0.75 11.67±0.934 
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El tratamiento con GH es capaz de aumentar los niveles de glutatión 
reductasa (p<0.05) de manera significativa, en cambio los niveles de 
glutatión S-transferasa se encuentran disminuidos con el tratamiento 
(p<0.05). No se observan más cambios en los animales tratados con GH en 
los niveles de estos enzimas. 
 
El tratamiento con melatonina aumenta la expresión de glutatión 
peróxidasa de manera significativa (p<0.05). El tratamiento con 
melatonina 1 no es capaz de modificar los niveles de glutatión reductasa 
que encontramos en animales viejos, en cambio con el tratamiento de 
melatonina 10 disminuye hasta cero los niveles de este enzima (p<0.001). 
El porcentaje de glutatión aumenta con el tratamiento con melatonina 1 
(p<0.05) pero el tratamiento más elevado no ejerce ningún efecto. No se 
observan más cambios en los animales tratados con melatonina en los 
niveles de estos enzimas ni en los niveles de NOx.  
 
El tratamiento combinado de GH con melatonina aumenta la expresión de 
glutatión peróxidasa (p<0.05), glutatión reductasa (p<0.05) y porcentaje de 
glutatión (p<0.05). No se observan cambios en los niveles de superóxido 
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Como se ha comentado en la introducción el envejecimiento es un proceso 
deletéreo, progresivo, intrínseco y universal que con el tiempo ocurre en 
todo ser vivo. Podría también definirse como todas las alteraciones que se 
producen en un organismo con el paso del tiempo y que conducen a 
pérdidas funcionales y, en última instancia, a la muerte.  
 
Es difícil determinar el momento en que se inicia este proceso, algunos 
autores consideran que se manifiesta a partir del momento de la máxima 
vitalidad, alrededor de los 30 años en el hombre (Texidor RJ y Massó GJ, 
1997). En la actualidad el período de vida del ser humano se cuantifica con 
un máximo de 120 años cuando las condiciones son idóneas, de no ser así, 
la duración cronológica de la vida se reduce proporcionalmente.  
 
La esperanza de vida al nacer es un índice que muestra el número de años 
que de manera estadística vivirá probablemente un individuo de una 
población que nace en un momento determinado; dependiendo ésta de las 
condiciones de bienestar en la sociedad. En efecto los avances socio-
sanitarios, en especial los de la medicina preventiva, y también la 
aparición de los antibióticos junto con los grandes progresos en la 
nutrición, han logrado que la esperanza de vida al nacer, que era de 
menos de 40 años a principios de siglo, sea en los países desarrollados de 
mas de 90 años en la actualidad (Texidor RJ y Massó GJ, 1997). Las 
consecuencias de éstos cambios ya se han hecho sentir en los sistemas de 
salud en muchos países, debido a que la atención médica del paciente 
anciano implica cambios estructurales en los mismos para revertir las 
tendencias hacia la discriminación habitual en éste grupo de pacientes. La 
solución de estos problemas debe comenzar con la inclusión de personas 
mayores en los estudios clínicos que evalúen la efectividad de nuevos 
procedimientos o medicamentos. La sociedad en general debe reconocer 
que el envejecimiento de una gran proporción de sus miembros la afecta 
como un todo y no es un fenómeno que concierna solo a los mayores.  
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Las principales causas de morbimortalidad geriátrica son las patologías 
crónico degenerativas, tales como las enfermedades cardiovasculares, el 
cáncer, la diabetes mellitus y sus complicaciones. Es importante destacar 
también las afecciones asociadas a demencia y particularmente la 
enfermedad de Alzheimer, las afecciones osteoarticulares y el deterioro 
sensorial, auditivo y visual.  
 
Por todo esto consideramos importante el estudio del envejecimiento ya 
que es un proceso universal. Los estudios que hemos llevado a cabo en 
este trabajo son con ratones SAM. Éstos son un modelo bastante bueno 
para el estudio del envejecimiento ya que, como hemos mencionado en la 
introducción son animales obtenidos por selección (no genéticamente 
modificados). Los SAMP8 son animales que muestran un alto grado de 
estrés oxidativo. Estudios anteriores de nuestro grupo demuestran que 
estos animales a los 10 meses de edad ya muestran procesos degenerativos 
relacionados con la edad y se pueden consideran viejos. La cepa control 
utilizada, han sido los ratones SAMR1 que muestran mucho menor grado 
de senescencia y por ello son utilizados como controles.  
 
Molecularmente hablando el envejecimiento humano está asociado con un 
incremento de la producción de radicales libres; de la inflamación, de 
activación de NFkB, aumento de la apoptosis y disminución de la 
capacidad inmunitaria. Además de esto, se ha observado una disminución 
en los niveles plasmáticos de muchas hormonas como la melatonina y la 
GH.  
 
El progreso que se ha dado en la biología molecular en los últimos años ha 
hecho posible entender los perfiles de expresión de los distintos genes 
relacionándolos con la edad. En este trabajo hemos estudiado la influencia 
de la edad sobre los diferentes parámetros relacionados con el 
envejecimiento.  
A    
































Sara Cuesta Sancho 148 
El envejecimiento está asociado con una gran variedad de alteraciones 
funcionales (Schmucker, 1998). Los mecanismos que tienen lugar en el 
hígado durante el envejecimiento en los ratones SAMP8 no están del todo 
claros. Se ha observado un aumento del estrés oxidativo que, junto con el 
aumento de la inflamación, podría ser una de las causas principales de los 
cambios que tienen lugar en este órgano con la edad (Gee y cols, 2005).  
 
Con el envejecimiento se produce un aumento en la tasa de producción de 
radicales libres (Wickens, 2001) a la vez se observa una disminución en la 
capacidad antioxidante del organismo (Kireev y cols, 2007a) y una 
activación del sistema de las hemo-oxigenasas (Ito y cols, 2008).  
Se ha postulado que la sobreexpresión de citoquinas proinflamatorias, 
especialmente TNFα, induce la activación de la NADPH oxidasa 
aumentando así los niveles de estrés oxidativo. La enzima hemo-oxigenasa 
tiene como función principal oxidar el grupo hemo libre generando 
biliverdina. El incremento de la actividad de HO, y la consecuente 
producción de CO, es considerado como uno de los más sensibles 
indicadores de estrés celular. Esta vía podría constituir un importante 
mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo, ya que es capaz de 
eliminar el grupo hemo libre, que es citotóxico, y generar biliverdina y CO 
(Basuroy y cols., 2006). La biliverdina y su metabolito, la bilirrubina, son 
potentes antioxidantes, y el CO es capaz de inhibir la iNOS y la expresión 
de citoquinas proinflamatorias. Además la expresión de HO-1, la isoforma 
inducible, se estimula por el daño oxidativo y citoquinas. Por lo tanto la 
activación de esta vía parece jugar un papel importante en la 
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                                                                                    Bilirrubina 
 
Hoy día se acepta que existe una relación entre envejecimiento y estrés 
oxidativo. La Teoría de los Radicales Libres enunciada por Harman en 
1956 propone que los radicales libres derivados de oxígeno son los 
responsables del daño oxidativo asociado a la edad. Los sistemas 
antioxidantes no son capaces de hacer frente a todas las especies reactivas 
de oxígeno que se generan continuamente a lo largo de la vida de la célula, 
lo que acaba provocando un daño oxidativo en ella, y por extensión sobre 
los tejidos. Existen muchas pruebas experimentales a favor de esta teoría. 
Los animales viejos presentan mayores índices de oxidación que los 
jóvenes y se acumulan proteínas oxidadas, formas oxidadas del DNA y de 
lípidos (Stadman, 1992; Sohal y cols., 1993). En principio, esto podría 
atribuirse a una tasa mayor de radicales libres generados por los 
organismos viejos.  En nuestros resultados observamos un aumento 
significativo de proteínas oxidadas y de MDA en el hígado de los animales 
  TNF-α 
HO-1 
  +NADPH+H++3O2 
   + Fe2+ + NADP++ 
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SAMP8 viejos. En los ratones SAMR1 no se observó este efecto de la edad 
y tampoco se han encontrado diferencias significativas entre ambas cepas 
de ratones. Otras evidencias experimentales que soportan esta teoría como 
posible causa del proceso de envejecimiento, son el aumento de la vida 
media obtenida incrementando las defensas antioxidantes y la implicación 
de las especies de oxígeno reactivas en los procesos degenerativos 
relacionados con la edad (Harman, 1981).  
El hallazgo de un aumento de HO-1 en los ratones SAMP8 viejos en el 
presente estudio podría significar que este mecanismo de defensa está 
activado por el aumento de estrés oxidativo asociado a la edad con el fin 
de compensar esta situación. Patriarca y cols (2007) demostraron que la 
expresión hepática del mRNA de HO-1 era mayor a 6 meses que a 2,5. En 
nuestros resultados podemos observar que tanto la expresión de HO-1 
como HO-2 están aumentadas con la edad en los animales SAMP8. En 
nuestro grupo se han encontrado resultados similares en hígado de ratas 
viejas de 24 meses al compararlas con jóvenes (Kireev y cols, 2008), y 
también en el corazón (Forman y cols, 2010) y en el páncreas (Cuesta y 
cols, 2011a, 2011b) de ratones SAMP8.  
El óxido nítrico (NO) está relacionado con los productos de la 
glucosilación avanzada (PGA). Hay estudios que indican que los PGA 
formados en la matriz vascular pueden interferir químicamente en la 
acción del NO y por lo tanto ocasionar un defecto en la relajación vascular 
que puede explicar en parte la hipertensión y el envejecimiento que se 
observan en el paciente diabético. Está demostrado que bajo condiciones 
patológicas aumenta la expresión de iNOS y se producen grandes 
cantidades de NO (Hon y cols, 2002). Al igual que en estudios anteriores, 
en nuestros resultados podemos observar que la expresión del mRNA de 
iNOS se encuentra aumentada en los ratones SAMP8 viejos al compararlos 
con los SAMR1 de la misma edad. En cambio no se encuentran diferencias 
en la expresión de la proteína de iNOS medida por Western blot en estos 
ratones. Como hemos mencionado anteriormente la expresión de la vía de 
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HO está aumentada, lo que puede tener como efecto secundario la 
inhibición de  la traducción proteica de iNOS, no a nivel del  mRNA sino 
de la proteína.  
 
 
Diversos estudios demuestran la existencia de un estatus inflamatorio 
incrementado en los ratones SAMP8 durante el envejecimiento. Por 
ejemplo se ha observado un aumento en los niveles de IL-1β, TNF-α e IL-6 
en el hipocampo de ratones SAMP8 de 10 meses de edad al compararlos 
con SAMR1 de la misma edad (Tha y cols, 2000). Nuestros datos muestran 
un aumento de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1β y TNF-α en el 
hígado de los animales SAMP8 viejos al compararlos con los animales 
jóvenes. Estos resultados se corroboran con estudios de otros grupos en 
los que se ha podido detectar un aumento de IL-1β, Interferon-gamma 
(IFN-γ), TNF-α e IL-6 (Hilmer y cols, 2007). Además en estudios previos 
de nuestro grupo también hemos observado con el envejecimiento un 
aumento en las citoquinas inflamatorias IL-1β y TNF-α en el corazón 
(Forman y cols, 2010) y en el páncreas (Cuesta y cols, 2011 a,b) de estos 
ratones y en el hígado de ratas Wistar (Kireev y cols, 2008; Kireev y cols, 
2010). 
Cuando se produce una agresión y el mecanismo de defensa no es 
suficiente, las células comienzan a segregar quimioquinas que son las 
responsables de atraer hacia sí células inflamatorias como macrófagos, 
granulocitos y fagocitos (Nussler y cols, 1999). Nuestros resultados 
corroboran lo anterior ya que se observa que el envejecimiento aumenta la 
expresión de MCP1 (factor quimioatrayente de macrófagos) en los ratones 
SAMP8 viejos, mientras que en  los ratones de la cepa SAMR1 no se han 
encontrado diferencias con la edad. Al hacer el análisis comparativo de las 
dos cepas se observa que los SAMP8 tienen además mayores niveles de 
este marcador.  
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No se han observado diferencias significativas con la edad en la expresión 
de citoquinas pro-inflamatorias en los ratones SAMR1, pero al igual que lo 
observado en la expresión de MCP1, se encuentran valores mayores de 
citoquinas pro-inflamatorias en el hígado de los ratones SAMP8 viejos que 
en el de los SAMR1 de la misma edad. No se observan diferencias con la 
edad en cuanto a la expresión de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. 
Otros grupos han observado los mismos resultados, produciéndose 
incrementos en los niveles plasmáticos de citoquinas inflamatorias como 
TNF-α e INFγ a la vez que disminuyen las antiinflamatorias (IL-5 e IL-10) 
en ratones de ambas cepas de 10 meses de edad (Rodriguez y cols, 2007).  
 
 
Como se ha mencionado anteriormente, el envejecimiento está asociado 
con un incremento en la activación del factor de transcripción NFkB. 
Además existe una relación evidente entre la expresión de citoquinas, la 
activación de NFkB y el envejecimiento lo que  nos permite especular que 
la inflamación crónica, mediada por NFkB,  puede estar relacionada con 
patologías relacionadas con la edad como son la diabetes, la sarcopenia, 
etc (Alonso-Fernández y De la Fuente, 2008). Nuestros resultados se 
correlacionan con los de estos autores ya que observamos que la actividad 
de NFkB aumenta significativamente con la edad. También observamos 
que la expresión de los mRNA de NF-kB, NF-kB2 y NKAP aumenta con la 
edad en los ratones SAMP8, además de que estas expresiones son siempre 
mayores en los animales SAMP8 que en los SAMR1 en los que solamente 
se han encontrado diferencias en la expresión de NKAP siendo mayor la 
expresión en animales viejos que en jóvenes.  
Las vías de señalización de NFkB podrían modificar su expresión génica 
durante el estrés e interferir en la homeostasis celular durante el 
envejecimiento (Helenius y cols, 2001). Como hemos mencionado en la 
introducción, NFkB es un factor de transcripción que se compone de 
varios complejos homo o heterodiméricos formados por diferentes 
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subunidades de la familia Rel y que poseen diversas funciones fisiológicas 
(Valen y cols 2001). En células no estimuladas los complejos NFkB se 
encuentran en el citoplasma unidos a proteínas inhibitorias IkBs o a los 
precursores inactivos (p100 y p105).  Cuando se produce un estímulo las 
proteínas inhibitorias se fosforilan liberando al complejo NFkB que se 
transloca al núcleo donde activa la transcripción de genes relacionados 
con citoquinas inflamatorias como la IL-1β (Goto y cols, 1999), IL-6 
(Lebermann y  Baltimore, 1990) y TNF-α (Yao  y cols, 1997), así como 
enzimas pro-inflamatorias como la ciclo-oxigenasa 2 (COX-2) y la óxido 
nitrico sintasa inducible (iNOS) (Taylor y cols, 1998) como observamos en 
nuestros resultados.  
 
El aumento de las especies reactivas de oxígeno y de citoquinas 
inflamatorias contribuye a la patogénesis de diferentes enfermedades 
como la hipertensión, la diabetes, la arteriosclerosis, etc (Cai y Harrison, 
2000). Por su parte este acúmulo puede causar daño mitocondrial y 
desencadenar procesos pro-apoptoticos (Gustafsson y Gottlieb, 2003; 
Kumar y Jugdutt, 2003).  
Se ha demostrado que el factor de transcripción NFkB tiene una 
importancia notable en la apoptosis (Kaltschmidt y cols 2000) pero el 
papel que desempeña no está claro. Se dice que el papel que pueda jugar 
en el proceso depende del tipo de estímulo. La función pro-apoptótica de 
NFkB podría ayudar al organismo a eliminar células que estén infectadas 
por virus antes de que se llegue a desencadenar la respuesta inmunitaria, 
por otra parte, la función anti-apoptótica de NFkB podría evitar la muerte 
celular innecesaria en respuesta a un estímulo como TNFα. Se tiene que 
investigar más el papel dual que tiene este compuesto en el proceso de 
apoptosis ya que en nuestros resultados observamos que aunque se 
produce un aumento de la expresión de NFkB en los ratones SAMP8 
viejos, el proceso de apoptosis no se encuentra modificado. 
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Efecto de los tratamientos 
 
Como hemos mencionado anteriormente, y en la introducción, durante el 
envejecimiento se observa una disminución en la secreción y producción 
de diversas hormonas como la melatonina y la hormona de crecimiento 
(Reiter y cols, 1980; Sack y cols, 1986; Castillo y cols, 2005a). Por esta razón 
en nuestro grupo son muchos los trabajos que se han hecho con el fin de 
investigar el posible efecto protector de terapias sustitutivas con estas 
hormonas (siempre a dosis fisiológicas) sobre parámetros relacionados con 
el envejecimiento en hepatocitos, en la función vascular, en el hipocampo, 
en el corazón y en el páncreas (Castillo y cols, 2004, 2005a, 2005b; Azcoitia 
y cols, 2005; Kireev y cols, 2007a, Forman y cols, 2010; Cuesta y cols, 2011a, 
2011b). Según los datos obtenidos, la administración de ambas hormonas 
por separado determina una mejora importante en la mayoría de 
parámetros estudiados.  
En los trabajos que forman parte de esta Tesis Doctoral se estudian los 
efectos de los tratamientos crónicos con melatonina  (Mel), hormona de 
crecimiento (GH) y la combinación de ambas (GH+Mel) sobre los 
marcadores inflamatorios, oxidativos y apoptóticos en el hígado de los 





La melatonina es una hormona secretada por la glándula pineal. Está 
demostrado que es un captador (“scavenger”) de radicales libres (Tan y 
cols., 2000; Reiter, 2001; Allegra y cols., 2003). Además se sabe que esta 
hormona es un agente neuromodulador e inhibe la translocación del factor 
de transcripción NFkB al interior del núcleo (Chuang y cols., 1996) y por lo 
tanto la consiguiente expresión de sus genes diana. Así, está considerada 
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también como un potente agente anti-inflamatorio y anti-apoptótico. 
Además, la producción de melatonina disminuye con la edad de los 
individuos.  
 
Son muchos los trabajos en los que se ha demostrado que la melatonina es 
capaz de proteger al hígado del estrés oxidativo. El primer estudio en el 
que se consideró a la melatonina como un “captador” de radicales libres 
fue de Ianas y cols en 1991 en el que observaban una clara implicación de 
la melatonina en la capacidad detoxificadora de radicales libres de 
oxígeno. A partir de  ese momento existen cientos de trabajos en los que se 
demuestra su capacidad antioxidante tanto in vivo como in vitro (Reiter, 
2000). En estudios previos de nuestro grupo se ha demostrado que la 
melatonina reduce las expresiones de las proteínas de iNOS y HO-1 en el 
hígado de ratas viejas (Kireev y cols, 2008). De igual forma en nuestros 
resultados actuales observamos que disminuye la expresión de los mRNA 
de iNOS, HO-1 y HO-2 aunque no es capaz de disminuir la expresión de 
las proteínas correspondientes. También hemos observado que disminuye 
la expresión de proteínas oxidadas y de MDA en los ratones SAMP8.   
 
 
Además de los efectos antioxidantes de la melatonina son muchos los 
estudios que se han llevado a cabo para estudiar los efectos anti-
inflamatorios de ésta pero el mecanismo molecular no está del todo claro. 
Hay autores que señalan que la melatonina podría actuar a través de la 
inhibición del factor de transcripción NFkB (Alonso y cols, 2006; Mazzon y 
cols, 2006) modulando la transcripción de citoquinas pro-inflamatorias y 
otros mediadores. En nuestros resultados observamos que el tratamieto 
con melatonina es capaz de disminuir la expresión de los mRNA y de las 
proteínas de IL-1β, TNF-α y MCP1, además de aumentar la expresión de 
la proteína de IL-10 antiinflamatoria. También observamos que disminuye 
la expresión de todas las subunidades de los mRNA de NFkB. Estos 
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resultados se correlacionan con resultados previos obtenidos por nuestro 
grupo tanto en el corazón (Forman y cols, 2010) como en el páncreas de 
ratones SAMP8 (Cuesta y cols, 2010).  
Nuestros resultados apoyan la teoría antes mencionada de que la 
melatonina es capaz de mejorar el estado inflamatorio asociado al 
envejecimiento e inhibir tanto la expresión de citoquinas inflamatorias 
como la activación de las subunidades de NFkB.   
 
 
No se han observado diferencias con el tratamiento en el proceso de 
apoptosis en estos ratones. Bien es cierto que tampoco encontramos 
diferencias entre jóvenes y viejos en este proceso, por lo que la melatonina 
probablemente  no puede mejorar una función que no está dañada. Hacen 
falta mas estudios para averiguar cómo afecta la melatonina globalmente 
al proceso de apoptosis pero una primera aproximación puede ser el 
hecho de que podría afectar al potencial de membrana de la mitocondria. 
Estudios tanto in vivo como in vitro demuestran que la melatonina  afecta 
a la homeostasis de la mitocondria, estabilizando su  potencial de 
membrana mejorando la fosforilación oxidativa y estimulando la síntesis 
de ATP a la vez que la protege del daño oxidativo (León y cols, 2005; 
Carretero y cols, 2009). Teniendo en cuenta estos resultados, la melatonina 
podría disminuir  el proceso de apoptosis en los ratones aunque en 
nuestros resultados no observemos diferencias significativas ni con la 





Hormona de crecimiento 
La GH es otra de las hormonas que disminuyen su síntesis y liberación 
con la edad ya que la actividad del eje somatotropo desciende durante el 
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envejecimiento. Los niveles de GH circulantes son menores en hombres y 
mujeres mayores de 60 años al compararlos con adultos y jóvenes con una 
reducción de entre un 15 y un 70% (Nass y cols, 2009). Consideramos que 
esta disminución podría ser una de las causas de los procesos asociados a 
la edad como la inflamación y el estrés oxidativo. En resultados previos de 
nuestro grupo hemos observado que el tratamiento con GH es capaz de 
modular estos efectos (Kireev y cols, 2008; Forman y cols, 2010; Cuesta y 
cols, 2011).  Como hemos mencionado en la introducción la GH no tiene 
un órgano diana único  sino que ejerce sus acciones sobre prácticamente 
todo el organismo. 
Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la GH es capaz de 
mejorar muchos de los parámetros relacionados con el estrés oxidativo 
como los niveles de NO y LPO en hepatocitos aislados de ratas Wistar 
(Castillo y cols, 2004) o en el hígado de dichas ratas (Kireev y cols., 2008). 
Experimentos llevados a cabo en el corazón (Forman y cols, 2010)  y en el 
páncreas (Cuesta y cols, 2011) de ratones SAMP8 también muestran que la 
hormona de crecimiento es capaz de mejorar el estrés oxidativo asociado a 
la edad. Además otros grupos también han demostrado que la 
administración de GH ejerce efectos beneficiosos, aumentando la defensa 
antioxidante y reduciendo el estrés oxidativo  (Seiva y cols, 2008). 
Nuestros resultados se correlacionan con los datos expuestos previamente. 
La GH es capaz de disminuir de manera significativa la expresión génica 
de iNOS y de HO-2 pero no es capaz de ejercer efectos en la expresión del 
mRNA de HO-1. Además hemos demostrado que se produce una 
reducción en la expresión de proteínas oxidadas y de MDA.  
 
 
Los organismos envejecidos se encuentran sometidos a un estado 
inflamatorio crónico debido a la activación de genes pro-inflamatorios. En 
esto juega un papel muy importante el NFkB que como hemos 
mencionado ya sería  responsable de la transcripción de genes asociados a 
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la inflamación como TNF-α, IL-1β, IL-2 e IL-6. Aunque observamos que la 
GH no es capaz de alterar la expresión del mRNA de las subunidades del 
NFkB, si que es capaz de modular la respuesta de las citoquinas. 
Observamos como la GH ejerce un efecto protector en el hígado de los 
ratones SAMP8 ya que es capaz de disminuir la expresión de los mRNA 
de TNF-α, IL-1β y MCP1 y aunque el tratamiento no es capaz de modificar 
la expresión de IL-10, si que disminuye  el estado inflamatorio en 
conjunto. Otros autores también han demostrado que la GH ejerce efectos 
positivos sobre  marcadores inflamatorios, así se ha visto que los niveles 
de TNF-α en niños deficientes en GH son mayores que en niños normales, 
y la terapia sustitutiva con hormona de crecimiento es capaz de reducir 
estos niveles (Andiran y Yordam, 2007 ). También se han llevado a cabo 
estudios in vitro en los que se ha demostrado que la GH modula la 
respuesta de fase aguda, aumentando la síntesis de proteínas constitutivas 
hepáticas, disminuyendo la síntesis de proteínas de fase aguda, 
modulando la expresión de citoquinas, aumentando la concentración de 
IGF-I y jugando un papel importante en la regeneración hepática después 
del daño (Jeschke y cols, 2000). 
 
En cuanto al proceso de apoptosis la GH no ejerce ningún efecto en el 
hígado de los ratones SAMP8 viejos. Esto, al igual que ocurre con el 
tratamiento con melatonina, puede explicarse debido al hecho de que no 







Teniendo en cuenta que los tratamientos por separado con melatonina y 
GH  en el hígado de estos ratones tuvieron resultados satisfactorios, nos 
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planteamos estudiar ambos tratamientos juntos para investigar si existía 
un efecto aditivo.  
 
Al analizar el estrés oxidativo en animales con el tratamiento combinado 
de GH con melatonina observamos que no se observan cambios en la 
expresión de los mRNA de iNOS, eNOS ni HO-2 entre los animales viejos 
y los tratados. El tratamiento combinado manifiesta solamente un efecto 
potenciador en la expresión de HO-1. Tampoco se observan cambios en 
cuanto a proteínas oxidadas y MDA mientras que los tratamientos por 
separado si que disminuían dichos marcadores.  
 
Por otra parte, en lo que se refiere al proceso inflamatorio observamos que 
disminuye la expresión del mRNA de TNF-α pero no ejerce ningún efecto 
en la expresión de IL-1β, IL-10 ni de MCP1. Por lo tanto podríamos decir 
que es capaz de reducir el estado inflamatorio ya que disminuye la 
expresión de las citoquinas inflamatorias. No se potencia el efecto de los 
tratamientos por separado, de hecho, en algunos casos llega a atenuarse 
como sucede con la expresión de IL-1β.  
 
En el proceso de apoptosis el tratamiento combinado tampoco es capaz de 
cambiar la expresión de los distintos marcadores, pero los tratamientos 
por separado tampoco modifican la expresión de los marcadores 
analizados.  
 
Por lo tanto, en lo que se refiere al estrés oxidativo y al proceso de 
apoptosis podemos decir que el tratamiento combinado no supone 
ninguna ventaja, en cambio, si que es capaz de disminuir las expresiones 
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El envejecimiento produce cambios en numerosos órganos y sistemas, 
entre ellos el páncreas. Además parece que la propia función del páncreas 
endocrino se altera con la edad, observándose una reducción de la síntesis 
de insulina, favoreciendo la aparición de diabetes en los ancianos.  
La prevalencia de la obesidad, la resistencia a insulina y la diabetes tipo 2 
están empezando a considerarse como epidemias en el mundo 
desarrollado. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se ha convertido en uno de 
los problemas sanitarios más graves de nuestro tiempo. Las estimaciones 
indican que para el año 2030 su prevalencia alcanzará proporciones 
epidémicas y afectará a 366 millones de personas en todo el mundo (Wild 
y cols, 2004; Valdés y cols, 2007). Bien sea por la mala alimentación, el 
sobrepeso o la vida sedentaria el hecho es que el 14% de los españoles 
padecen esta enfermedad crónica y la mayoría de ellos desarrolla diabetes 
tipo 2.  El porcentaje de casos de afectados en España en los últimos años 
ha pasado de un 8 a un 12 por ciento. Varios factores, como el cambio de 
los criterios diagnósticos de Diabetes Mellitus, el envejecimiento de la 
población, una menor mortalidad de los diabéticos o un verdadero 
aumento de la incidencia, han podido influir en este fenómeno. Sería 
importante la realización de un estudio poblacional con una cohorte 
representativa de toda la población española para dar respuesta a muchas 
preguntas aún sin resolver.  
 
La diabetes representa entre el 15 y el 20% del gasto sanitario en nuestro 
país, esto es, entre 10.000 y 15.000 millones de euros al año, según datos 
del Sistema Nacional de Salud. Es necesario el diagnóstico precoz, la 
modificación del estilo de vida y el correcto seguimiento y autocontrol de 
las personas con diabetes para que estas cifras disminuyan.  
Años atrás se demostró que las variables en relación más firme con la 
presencia de DM2 son la edad, la historia familiar de diabetes y la 
obesidad (Franch y cols, 1992).  
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El proceso de envejecimiento implica una acumulación progresiva de 
daño y defectos en los componentes celulares que causan un descenso en 
las funciones fisiológicas de los tejidos y en la eficacia de las funciones del 
organismo. La edad se caracteriza por una deficiencia en el mantenimiento 
de la homeostasis y por un incremento en la aparición de enfermedades. 
Los cambios debidos al envejecimiento se suman a los de la carga genética 
y a los ambientales de los individuos, lo cual explica la gran prevalencia 
de diabetes en los ancianos (Graidon y Tesier, 2000). Hábitos como el 
mayor consumo de dulces, la inactividad, el aumento de grasa etc. 
también favorecen el desarrollo de diabetes (Vaag y cols, 1995;  Feskens y 
cols, 1991; Salmeron y cols, 1997).  
 
El deterioro en la tolerancia a la glucosa se atribuye a varios factores que 
incluyen: 
 disminución de la secreción de insulina por las células beta del 
páncreas 
 aumento de la resistencia periférica a la insulina 
 dieta rica en carbohidratos 
 aumento en la masa grasa y la inactividad física.  
 
La diabetes tipo 2 aparece normalmente después de los 40 años en 
humanos. Como se ha mencionado en la introducción el defecto principal 
que tiene lugar en este tipo de diabetes es la resistencia de los tejidos 
periféricos a la acción de la insulina. Lo que conduce secundariamente al 
incremento compensador de la secreción de insulina por los islotes de 
Langerhans, hasta que el páncreas se agota, la insulina ya no puede seguir 
compensando y aparece la diabetes clínica.  
La elevación crónica de los valores de glucosa en la sangre, incluso en 
ausencia de síntomas, conlleva lesiones en múltiples tejidos, de los que son 
especialmente sensibles los pequeños vasos de la retina, los riñones y los 
nervios periféricos, donde las complicaciones de la diabetes son más 
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marcadas. De hecho, en prácticamente todas las sociedades desarrolladas, 
la diabetes se ha convertido en una de las principales causas de ceguera, 
amputaciones y enfermedad renal terminal (Diabetes Atlas, 2003). 
Además, la diabetes conlleva un importante riesgo de enfermedad 
cardiovascular (ECV) tanto por sí sola como combinada con otros factores 
de riesgo como la hipertensión arterial y la dislipidemia. El resultado final 
es que las personas con DM2 tienen entre 2 y 4 veces más riesgo de ECV 
que la población general y entre un 50 y un 80% de las personas con 
diabetes muere por ECV (Diabetes Atlas, 2003). Estas complicaciones 
cardiovasculares, que ocurren ya incluso con valores de glucemia por 
debajo de los actuales valores diagnósticos de diabetes (The DECODE 
Study Group, 2003), suponen el mayor volumen de discapacidad, 
disminución de esperanza de vida y costes económicos relacionados con la 
diabetes (Diabetes Atlas, 2003). 
 
Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue observar cómo la diabetes 
puede estar causada por las consecuencias normales del envejecimiento. 
Al analizar los niveles de glucosa observamos que no se alteran con la 
edad. La expresión del mRNA de la insulina en el páncreas no cambia 
entre animales SAMP8 viejos y jóvenes pero los niveles de insulina en 
plasma (mUi/L) aumentan con la edad y el contenido pancreático de esta 
hormona expresado en ng/mg tejido disminuye. Esto nos lleva a pensar 
que el páncreas de estos animales está ya deteriorado debido al 
envejecimiento y no es capaz de incrementar suficientemente la secreción 
de insulina necesaria para compensar la situación de resistencia periférica 
aumentada. Por otra parte se puede observar que los niveles plasmáticos 
de esta hormona son más altos que los que se encuentran en animales 
jóvenes. Esta paradoja podría deberse a que los tejidos periféricos han 
aumentado su resistencia a la acción de la insulina y esto fuerza al 
páncreas a secretar más hormona debido a que los tejidos no captan la 
insulina. Aunque los niveles de glucosa no se ven todavía afectados en los 
animales viejos al compararlos con los jóvenes si se observan diferencias 
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en el índice HOMA-IR que aumenta en los viejos. Pensamos que los 
animales utilizados en este estudio se encuentran ya en un estado de 
resistencia a la insulina y aunque el incremento de su secreción observado  
manteniendo los niveles plasmáticos elevados es todavía capaz de 
compensar la situación, si este estado persistiera, una vez agotado el 
páncreas, los niveles de glucosa empezarían a aumentar con lo que se 
considerarían animales con diabetes. Está demostrado que las personas 
que padecen esta enfermedad normalmente presentan un estado de 
hiperinsulinemia, asociada a niveles normales de glucemia, durante años 
antes de que las características clínicas de la diabetes aparezcan (Basu y 
cols, 2003; Moller y cols, 2003).   
 
En los ratones SAMR1 se observa un aumento de la insulina plasmática y 
pancreática. Esto nos lleva a pensar que el páncreas de estos animales no 
se encuentra tan deteriorado debido al envejecimiento y por lo tanto es 
capaz de seguir manteniendo el contenido pancréatico elevado de insulina 
y así conseguir que los niveles de glucosa no se modifiquen ni vayan a 
hacerlo en un futuro inmediato. En cambio el índice HOMA-IR si que 
aumenta con la edad debido a que la insulina plasmática si que se 
encuentra aumentada.   
 
 
Aquí podemos observar la existencia de dos estrategias a la hora de 
solventar el problema de la resistencia a insulina.   
 
 En los ratones SAMR1 cuando los tejidos empiezan a volverse más 
resistentes y menos sensibles a la insulina, el páncreas aumenta sin 
problemas el contenido de ésta, y por lo tanto sus niveles 
plasmáticos para mantener los niveles de glucosa normales. Como 
el páncreas sigue siendo funcionalmente activo, y no presenta 
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cambios relacionados con el estrés oxidativo ni la inflamación, los 
niveles de insulina no disminuyen en éste.  
 
 En los ratones SAMP8 el contenido de insulina pancreático 
disminuye con el envejecimiento debido al hecho de que el 
páncreas de estos animales se encuentra más dañado por el estrés 
oxidativo y la inflamación asociadas al envejecimiento. Sin 
embargo a los 10 meses de edad se mantienen todavía los niveles 
plasmáticos elevados de esta hormona para neutralizar el aumento 
de la resistencia a insulina. Aún con todas estas complicaciones 
son capaces de mantener los niveles de glucosa dentro de la 
normalidad. Sin embargo, si la resistencia a insulina persiste, el 
páncreas llega a agotarse con lo que los niveles de insulina 
plasmáticos disminuyen y la glucemia aumenta dando lugar a uno 
de los principales síntomas de la diabetes tipo 2.  
 
 
Al igual que en nuestros resultados, está demostrado que las personas que 
padecen diabetes presentan normalmente un estado de normoglicemia e 
hiperinsulinemia antes de que las características clínicas de la diabetes 
aparezcan (Basu y cols, 2003; Moller y cols, 2003).  
 
 
No podemos ignorar que los islotes de Langerhans son agregados de 
células heterogéneos que contienen distintos tipos celulares (β-, α-, δ- y 
PP) las cuales secretan insulina, glucagon, somatostatina (SST) y 
polipéptido pancreático respectivamente. Los diferentes tipos celulares 
están bajo la influencia de los cambios en las concentraciones de glucosa 
extracelular. Así, el aumento en la glucosa circulante estimula la secreción 
de insulina por las células β a la vez que se estimula la de somatostatina 
por las células α (Di Giulio y cols, 2009).   
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En este estudio se muestra que no hay diferencias en ninguna de las cepas 
de ratones en lo que se refiere a las expresiones de los genes que codifican 
para insulina y somatostatina entre animales jóvenes y viejos. Estos 
resultados tienen una relación directa con unos niveles de glucosa que 
tampoco se alteran. Por otra parte, en los ratones SAMP8 la expresión de 
glucagon si que aumenta con la edad. Otros autores han observado que la 
diabetes tipo 2 es una enfermedad que se caracteriza no sólo porque 
existan problemas en la función y en la masa de células β, sino que se 
observa también un incremento de células α dando lugar a una 
hiperglucagonemia debido a disfunciones en las células α (Weinberg y 
cols, 2009; Vieira y cols, 2007; Deng y cols, 2004). Sin embargo no se han 
observado cambios en la expresión de glucagon en los animales viejos 
SAMR1.  
La somatostatina es una hormona que ejerce sus acciones biológicas en 
diferentes tejidos diana. De forma preferente actúa como un factor 
inhibidor. En la hipófisis el efecto principal es la inhibición de la hormona 
de crecimiento. En el páncreas media la inhibición de la liberación de 
glucagon, regula de manera negativa la secreción de insulina y además 
inhibe la secreción exocrina pancreática (Tresguerres, 2010). En este 
estudio hemos observado que la expresión del mRNA de somatostatina no 
cambia en los animales viejos al compararlos con los jóvenes en ninguna 
de las cepas de ratones. 
 
Se ha observado que los animales viejos tienen mayor expresión de genes 
de GLUT-2 que es un trasportador de glucosa en los islotes pancreáticos,  
pero también actúa como un sensor de glucosa y aumenta la sensibilidad a 
ésta. En nuestro estudio hemos demostrado que el mRNA de GLUT-2 está 
sobreexpresado en el páncreas de los animales SAMP8 viejos. A pesar de 
esto los niveles de insulina pancreática están disminuidos aunque todavía 
se mantiene la hiperinsulinemia por lo que en estos animales no se 
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observa todavía un aumento en los niveles plasmáticos de glucosa, y no se 




Como hemos mencionado anteriormente, la diabetes tipo 2 es 
característica de las personas mayores, por lo que procedimos a investigar 
si los genes de longevidad relacionados con el metabolismo como son los 
factores FoxO y sirtuinas podían estar jugando un papel importante en 
este área. 
Los factores de transcripción FoxO (Forkhead box O) juegan un papel 
importante en la modulación de las funciones metabólicas (Barthel y cols, 
2005). Tienen una función clara en el metabolismo de la glucosa ya que 
cuando los nutrientes y los niveles de insulina disminuyen, los factores 
FoxO promueven la expresión de enzimas gluconeogénicas. Bajo 
condiciones patológicas, incluyendo estados de resistencia a insulina, la 
señalización de los factores FoxO se ve comprometida y disminuyen 
(Daitoku y cols, 2004).  
Por otra parte, las sirtuinas son una familia de deacetilasas dependientes 
de NAD+ directamente relacionadas con muchos factores de transcripción 
como p53, factores FoxO, y PGC-1, además participan en el 
mantenimiento de la estabilidad de la doble hélice del DNA. Se ha 
demostrado que también participan en la gluconeogénesis, movilización 
lipídica y que ejercen un papel muy importante en la homeostasis de la 
glucosa y por tanto en el metabolismo y la longevidad (Iozzo y cols, 1999). 
Son una familia de siete miembros pero en este trabajo se ha medido 
solamente sirtuina 1 ya que es el miembro de la familia que tiene un papel 
más importante en la homeostasis de la glucosa. Sirtuina 1 protege a las 
células β del estrés inflamatorio mediante la deacetilación de los factores 
FoxO. FoxO1 podría tener un papel importante en la preservación de las 
células β controlando la masa estas células. En este trabajo se han medido 
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la expresión génica de sirtuina 1 y dos de los factores FoxO (FoxO1 y 
FoxO3A). En nuestros resultados observamos que los animales SAMP8 
viejos tienen disminuida la expresión de sirtuina 1 y de los factores FoxO, 
por lo que con la edad se ven comprometidos procesos tales como la 
gluconeogénesis, la movilización lipídica, la homeostasis de la glucosa y 
por tanto el metabolismo y la longevidad. En los animales de la cepa 




Se podría pensar que con el envejecimiento la expresión de genes 
relacionados con la proliferación celular disminuyen y así se explicaría el 
hecho de que los animales viejos desarrollaran diabetes, ya que al existir 
más muerte celular y proliferar menor cantidad de estas células, la 
insulina secretada no sería suficiente para la demanda que genera el 
organismo, especialmente cuando hay resistencia a la misma. Por ello se 
midieron genes relacionados con proliferación celular como PCNA y Sei1. 
Observamos que no hay diferencia en estos genes entre animales jóvenes y 
viejos por lo que, en principio descartamos la idea de que el problema de 
estos animales fuera la presencia de una menor cantidad de células β.  
En la aparición y progresión de la diabetes se considera muy importante la 
regeneración celular que tiene lugar en los islotes pancreáticos. Otros 
autores han demostrado que hay una relación directa entre la disminución 
de proteínas asociadas con la regeneración celular, como son Pdx-1 y 
ciclina-D3, y la edad de los individuos (Cnop y cols, 2011). En nuestros 
resultados hemos observado que la expresión del factor de diferenciación 
pancreática (Pdx-1) es significativamente menor en los animales SAMP8 
viejos. Podemos pensar que estos animales desarrollarán la enfermedad 
no por un menor número de células beta, sino por una menor 
regeneración y diferenciación en los distintos tipos celulares de los islotes 
pancreáticos.  
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Efecto de los tratamientos 
 
Como se ha mencionado anteriormente el envejecimiento humano está 
asociado con pérdidas evidentes en la capacidad de ajuste de la 
homeostasis del organismo y este hecho también afecta a la homeostasis 
de la glucosa. Además se ha observado que durante el mismo hay una 
disminución en la secreción de varias hormonas como son la melatonina y 
la GH que pueden ser precisamente las responsables de los cambios que se 
producen con la edad en la composición corporal, función y metabolismo.  
Por esto, el hecho de poder entender la manera de cómo los factores de 
crecimiento y las hormonas intervienen en la regulación de la homeostasis 
de la glucosa nos podría permitir desarrollar mejores terapias contra el 





La melatonina es una molécula filogenéticamente muy conservada y ejerce 
muchas funciones de regulación modulando el metabolismo celular a 
través de su unión a receptores de membrana específicos (Hae y cols, 2006;  
Prunet-Marcassus y cols, 2003). Datos llevados a cabo tanto in vivo como in 
vitro sugieren que la melatonina podría jugar un papel en la regulación de 
la homeostasis de la glucosa (Hae y cols, 2006;  Prunet-Marcassus y cols, 
2003; Hussein y cols, 2007). Se ha demostrado que en ratas la 
pinealectomía induce resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa 
(Hae y cols, 2006;  Prunet-Marcassus y cols, 2003). Por otro lado, en ratas 
obesas diabéticas, la administración de melatonina es capaz de disminuir 
el peso corporal y los niveles plasmáticos de glucosa (Hoyos y cols, 2000) e 
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Son muchos los estudios que relacionan la administración de melatonina 
con una disminución en la secreción de insulina tanto in vivo  como in vitro 
(Prunet-Marcassus y cols, 2003; Hussein y cols, 2007).  
Ratas Goto-Kakizaki (GK) diabéticas muestran niveles plasmáticos de 
melatonina reducidos a la vez que se observan ligeros aumentos en los 
niveles de insulina. Además se ha comprobado que menores niveles de 
melatonina en plasma se correlacionan directamente con los niveles en la 
síntesis pineal de esta hormona (Rodríguez y cols, 1989; Mellado y cols, 
1989; Lynch y cols, 1973; Zong-Chao, 1998; Treskes y cols, 1996; 
Mühlbauer y cols, 2004)   
 
Otros autores también han descrito que la administración de melatonina 
mejora las complicaciones metabólicas que tienen lugar con la diabetes, 
mientras que la pinealectomia los agrava (Cardinali y cols, 2011). Además 
la melatonina reduce los niveles de colesterol en distintas especies de 
mamíferos (Hoyos y cols, 2000; Morin y cols, 1989; Aoyama y cols, 1988; 
Montilla y cols, 1998) y disminuye el estrés oxidativo en sujetos diabéticos 
(Montilla y cols, 1998; Nishida y cols, 2002) a la vez que reduce también la 
hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia.  
 
Todas las características que hemos mencionado anteriormente, como la  
disminución en la producción de melatonina, el aumento en la secreción 
de insulina, el aumento en la resistencia a ésta en los tejidos periféricos y 
en los islotes pancreáticos son características típicas del envejecimiento 
(Barbieri y cols, 2002; Bellino y Wise, 2003; Ferrari y cols,  1995; Ferrari y 
cols, 1996; Touitou y Haus, 2000).  
Administramos melatonina a nuestros ratones SAMP8 viejos y 
observamos una disminución de la insulina plasmática a la vez que un 
aumento de la insulina pancreática, ésta última presentando un 
incremento dosis-dependiente. Además se observa que la glucosa sufre 
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también una disminución en los animales tratados con melatonina. Como 
es de esperar, el índice HOMA-IR disminuye también en estos animales.  
Esto significa que el páncreas de estos animales es capaz de aumentar la 
síntesis de insulina mientras que la disminución observada de la 
resistencia periférica permite disminuir sus niveles plasmáticos, lo cual 
contribuye también a la recuperación del contenido pancreático.   
En los animales SAMR1 no se observan cambios en los niveles de glucosa 
con el tratamiento, pero si que disminuyen de manera dosis dependiente 
tanto el contenido pancreático como los niveles plasmáticos de insulina 
por lo que el índice HOMA-IR también disminuye de manera dosis 
dependiente.  
 
Los tratamientos con melatonina son capaces de disminuir la expresión de 
insulina, glucagon y somatostatina que se encontraban aumentados en los 
animales SAMP8 viejos.   
En cuanto a la expresión de genes de longevidad, los tratamientos con 
melatonina son capaces de aumentar la expresión de los factores FoxO y 
de Sirtuina 1, observándose un efecto dosis-dependiente. Asique en estos 
animales se producirá una mejora en la movilización lipídica, el 
metabolismo, la gluconeogénesis y todo el metabolismo de la glucosa.  
En cuanto a los marcadores de proliferación celular observamos que la 
dosis más baja de melatonina disminuye de manera significativa la 
expresión de PCNA pero no se observan diferencias en la expresión de 
Sei1. La expresión de Pdx-1 no se ve modificada con esta dosis de 
melatonina. En cambio, la dosis más alta aumenta la expresión de PCNA, 
tampoco cambia la expresión de Sei1 y aumenta la expresión de Pdx-1. Por 
lo tanto, la melatonina es capaz de aumentar la diferenciación y la 
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Hormona de crecimiento (GH) 
La disminución que se produce en la actividad del eje GH/IGF-I 
determina alteraciones en el control hipotalámico de la función 
somatotropa que a su vez también afecta a cambios en las hormonas 
periféricas y metabolismo.  
En 1992 se acuña el término “somatopausia” que indica la relación que 
existe entre los cambios relacionados con la edad y la disminución de los 
niveles de GH e IGF-I, además de los cambios observados en la 
composición corporal, funciones estructurales y metabolismo que 
caracterizan el proceso de envejecimiento (Merchav y cols, 1992) y que 
también están relacionados con el desarrollo de la diabetes tipo 2.  
 
La GH es una hormona que no tiene un órgano diana único, sino que 
ejerce sus acciones en casi todos los tejidos del organismo y de hecho, los 
efectos biológicos más importantes de esta hormona se producen sobre el 
tejido hepático, muscular y graso en los que actúa afectando al 
metabolismo, por medio de sus acciones anabolizantes y lipolíticas a las 
que se une la hiperglucemiante  a dosis altas. Davidson en 1987 ya 
mencionó que la hormona de crecimiento juega un papel importante en el 
metabolismo de la glucosa, de los lípidos y de las proteínas (Davidson, 
1987). Esta hormona es capaz de disminuir la oxidación de la glucosa, y 
aumentar la captación de ésta por los músculos a la vez de aumentar la 
gluconeogénesis. Además estimula la lipólisis, la oxidación lipídica y la 
síntesis de proteínas, disminuyendo la degradación de proteínas, la 
oxidación de aminoácidos y la formación hepática de urea (Davidson, 
1987). El patrón de secreción de la hormona se modifica durante el ayuno, 
la ingesta de alimentos, el estrés y algunos fármacos.  
 
Tanto el exceso como el déficit en la concentración normal de GH están 
relacionados con desórdenes en el metabolismo de los carbohidratos 
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(Press, 1998; Moller y cols, 1989) El primer estudio que se hizo sobre la 
terapia sustitutiva con GH estaba relacionado con la sensibilidad a la 
insulina (Adamson, 1981; Adamson y Efendic, 1979; Adamson y Cerasi, 
1975). Este estudio se llevó a cabo en una muestra normal de población 
sueca. Se demostró que una dosis fisiológica de GH durante un periodo de 
un año era capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina. En nuestro 
estudio los animales SAMP8 tratados con GH (2mg/kg/día) presentan 
una disminución en los niveles de insulina plasmáticos al compararlos con 
los animales no tratados de su misma edad. Por otra parte la expresión del 
mRNA de insulina también disminuye en el páncreas de los animales 
tratados con hormona de crecimiento. Los niveles de glucemia no se ven 
modificados aunque el índice HOMA-IR si que disminuye debido a la 
disminución plasmática de insulina.  
Podemos pensar que la GH podría estar aumentando la sensibilidad a 
insulina de los tejidos periféricos por lo que disminuye los niveles 
plasmáticos y la expresión del mRNA de insulina en el páncreas.  
 
Es muy probable que la insulina y el IGF-I sean hormonas que no sólo 
presenten una gran homología estructural y evolutiva, sino también 
productos fisiológicamente relacionados para actuar de forma concreta en 
el organismo: la insulina sería responsable de la regulación aguda de la 
homeostasis metabólica y de los depósitos energéticos, mientras que IGF-I 
se encargaría principalmente de la diferenciación celular y de los lentos 
procesos de crecimiento. Estas hormonas serían, entonces, los dos 
principales compuestos anabolizantes, que permitirían que la regulación 
metabólica, el crecimiento y la diferenciación celular ocurriesen de manera 
concertada. 
IGF-I es el principal mediador de los efectos que ejerce la GH. Desempeña  
un papel principal en el crecimiento de las células de los islotes, en la 
secreción de insulina y en el mantenimiento de la sensibilidad a ésta. Otros 
grupos han podido demostrar que los ratones knockout para GH (GH-/-) 
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tienen menor número de células beta y además éstas ven reducida su 
función (Fernández y cols, 2001; Lu y cols, 2004; Yakar y cols, 2001). En 
este estudio hemos podido observar que la expresión del mRNA de IGF-I 
en los animales viejos es menor que la observada en animales jóvenes, 
probablemente debido a la disminución en los niveles de GH. El 
tratamiento con GH es capaz de reestablecer estos valores, llegando a ser  
similares a los encontrados en animales jóvenes. Además observamos 
también que este tratamiento disminuye de manera significativa la 
expresión de los mRNA de insulina, somatostatina, glucagon y GLUT-2. 
Estos cambios que se observan a nivel genético en el páncreas de estos 
animales dan lugar a que los ratones presenten cambios favorables en el 
metabolismo de la glucosa e incluso cambios en la progresión de la 
diabetes. Los animales SAMR1 no mostraron diferencias con la edad en los 
parámetros analizados y por lo tanto no se les administró el tratamiento. 
 
Ya hemos reflejado anteriormente que la diabetes tipo 2 es una 
enfermedad que afecta a las células β pancreáticas reduciendo su masa y 
su función pero también produce un incremento de células α dando lugar 
a una hiperglucagonemia. Se ha observado que el tratamiento con GH es  
capaz de disminuir la expresión de glucagon disminuyendo así la 
hiperglucagonemia a la que se ven sometidos los animales SAMP8. En los 
ratones SAMR1 no se observaron diferencias entre los animales jóvenes y 
viejos. Como hemos mencionado anteriormente GLUT-2 es, además de un 
transportador de glucosa, un elemento capaz de aumentar la sensibilidad 
a ésta. Al analizar la expresión de este marcador observamos que con el 
tratamiento con GH la expresión disminuye. Esto podría ser porque no es 
necesario aumentar la expresión de este transportador debido al hecho de 
que los niveles de insulina también decrecen, la resistencia a insulina está 
disminuida y se podría captar glucosa sin necesidad de aumentar la 
expresión de los transportadores.  
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En cuanto al estudio de los factores FoxO y Sirtuina observamos que la 
hormona de crecimiento sólo es capaz de restablecer la expresión de 
FoxO3A, no ejerce ningún efecto sobre las expresiones de FoxO1 ni de 
Sirtuina 1. Esto podría ser debido a que los animales tratados con GH no 
tienen alterados los procesos relacionados con la homeostasis de la 
glucosa, y al no tenerlos alterados, la hormona de crecimiento no mejora 
estos parámetros.  
 
 
La masa de células beta pancreáticas tiene que estar muy controlada, por 
lo que tiene que existir un balance entre crecimiento y muerte celular para 
controlar la homeostasis de la glucosa. Una alteración en ese balance ya 
sea por problemas autoinmunes o por fallos en la capacidad 
compensatoria de las células beta puede dar lugar al desarrollo de 
diabetes tipo 1 o tipo 2 respectivamente.  
En nuestros resultados la GH no aumenta la expresión de los genes 
estudiados de proliferación celular. Al hacer el estudio de marcadores de 
diferenciación celular observamos que aumenta la expresión de Pdx-1 de 
manera significativa, esto puede ser debido a que la GH aumenta la 
síntesis y secreción de IGF-I el cual actuaría como un débil mitógeno y un 







Nuestro grupo ha podido observar que los tratamientos con GH y con 
melatonina efectuados por separado han sido capaces de mejorar de forma 
ostensible las alteraciones debidas a la edad. Por ello se ha planteado 
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también el estudio de los efectos que podría tener el tratamiento 
combinado por si se generase efectos aditivos.  
Observamos que los tratamientos con GH y con melatonina por separado 
son capaces de mejorar el estado metabólico del páncreas, disminuyendo 
la resistencia a insulina y mejorando la homeostasis de la glucosa. 
Observamos que se produce una disminución de la insulina plasmática y 
en todos los casos disminuye el índice HOMA-IR. En este caso el 
tratamiento combinado no mejora la situación al compararlo con los 
tratamientos por separado.  
Los tratamientos ya sean con melatonina como con GH, son capaces de 
disminuir la expresión de insulina, glucagon y somatostatina en los 
animales SAMP8 viejos. Además la melatonina es capaz de reducir la 
expresión de insulina, cosa que la GH no, y el tratamiento combinado es 
capaz también de reducir la expresión de insulina.  
Teniendo en cuenta nuestros resultados, los tratamientos serían capaces de 
prevenir la fatiga a la que están sometidas las células beta pancreáticas por 
lo que pueden ser unas buenas terapias en la patogénesis de la diabetes 
tipo 2.  
El tratamiento combinado es capaz de incrementar la expresión de los dos 
factores FoxO que se han medido por lo que podemos elucubrar que a este 
nivel, el tratamiento combinado hace que se potencie el efecto de los 
tratamientos.  
En cuanto al tratamiento combinado observamos que aumenta la 
expresión de los marcadores de proliferación celular de manera 
significativa a la vez que aumenta la expresión de Pdx-1.  
 
Por lo tanto en cuanto a la homeostasis de la glucosa y los marcadores 
estudiados no podemos afirmar que el tratamiento combinado ejerza 
efectos aditivos en estos animales.  
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Cambios inducidos por el envejecimiento sobre parámetros 
relacionados con el estrés oxidativo, la inflamación y la apoptosis en el 




El estrés oxidativo es un proceso caracterizado por un desequilibrio 
bioquímico entre la producción de radicales libres (RL) o especies 
reactivas con respecto a los antioxidantes a favor de los primeros con 
implicaciones en la homeostasis del organismo por daño a nivel celular, 
tisular y sistémico.  
 
Según la teoría de los Radicales Libres mencionada en la introducción de 
esta Tesis Doctoral, el envejecimiento se debe a la acumulación de dichos 
radicales procedentes tanto del oxigeno como del nitrógeno. El aumento 
de estrés oxidativo generado por ese desequilibrio es responsable de la 
aparición de muchas enfermedades entre las que podemos encontrar 
también la diabetes. Existen numerosos datos en la literatura que 
evidencian el papel de las ROS en el proceso de envejecimiento. Se sabe 
que con la edad se produce un incremento en la tasa de producción de 
ROS que es responsable del aumento del daño oxidativo a los lípidos, las 
proteínas y al ADN (Harman D, 1992; Sohal RS y cols, 2002; Troen BR, 
2003). Además, el hecho de que se acumulen especies reactivas de oxígeno 
o nitrógeno en los individuos puede dar lugar a daño mitocondrial que 
podría desencadenar procesos apoptóticos. 
 
En este trabajo hemos observado un aumento de marcadores secundarios 
de estrés oxidativo en el páncreas de los ratones SAMP8 viejos como son 
HO-1 e iNOS. También se han medido los niveles de NO en el páncreas de 
estos animales y se observa un aumento muy importante con la edad, 
correlacionándose con el incremento que sufre la expresión de iNOS. No 
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se han observado cambios en las formas constitutivas de estas enzimas 
(HO-2 y eNOS, respectivamente). El incremento de la expresión de HO, y 
la consecuente producción de CO, se considera como uno de los 
indicadores más sensibles de estrés celular. Esta vía podría constituir un 
importante mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo, ya que es 
capaz de eliminar el grupo hemo libre, que es citotóxico, y generar 
biliverdina y CO (Basuroy et al., 2006). La biliverdina y su metabolito, la 
bilirrubina, son potentes antioxidantes. Por otro lado el CO es capaz de 
inhibir la NOS y la expresión de citoquinas pro-inflamatorias. La 
activación de esta vía parece jugar un papel importante en la 
neutralización del daño oxidativo e inflamatorio. El hallazgo de un 
aumento de HO-1 en el páncreas de los ratones SAMP8 viejos en el 
presente estudio podría significar que este mecanismo de defensa está 
activado precisamente por el aumento de estrés oxidativo asociado al 
envejecimiento con el fin de compensar esta situación. No se han 
encontrado diferencias entre jóvenes y viejos en los ratones SAMR1.  
 
 
El estrés oxidativo es una de las principales características del 
envejecimiento y son muchos los estudios que han intentado clarificar 
cómo se alteran las enzimas antioxidantes endógenas con la edad 
(Kasapoglu y Ozben, 2001). En este estudio también hemos analizado los 
niveles pancreáticos de distintas enzimas antioxidantes.  
Está demostrado que enzimas antioxidantes como SOD y GST disminuyen 
con el envejecimiento en varios órganos como hígado, cerebro, corazón… 
en ratas tanto machos como hembras (Takeda, 2009; Rebrin y Sohal 2004; 
Rodríguez y cols. 2007a, 2008), por eso nos decidimos a estudiar los 
cambios producidos a nivel pancreático.  
 
 La superóxido dismutasa (SOD) se encarga de convertir los agentes 
oxidantes en moléculas menos dañinas para el organismo. La función 
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primaria de este enzima es convertir el radical libre superóxido (O2) en 
peróxido de hidrógeno, que es un radical libre menos dañino. Se puede 
observar que los niveles de este enzima se encuentran disminuidas en 
el páncreas de los animales viejos SAMP8 viejos.  
 
 La glutatión S transferasa (GST) pertenece a una familia muy 
importante de enzimas que intervienen en procesos de desintoxicación 
celular eliminando sustancias nocivas para la célula. Se observa que no 
existen diferencias significativas entre animales SAMP8 jóvenes y 
viejos, por lo que el mecanismo de desintoxicación celular en este 
modelo no sufre ningún cambio.  
 
 La glutatión peroxidada (GPx) es un enzima implicado en la 
eliminación de peróxido de hidrógeno y en la conversión de 
hidroperóxidos de lípidos en sus respectivos alcoholes y por último 
oxida GSH a GSSG. Los animales viejos de la cepa SAMP8 tienen 
menores niveles de este enzima que los jóvenes. No se han encontrado 
diferencias entre los ratones SAMR1 jóvenes y viejos.  
 
 La glutatión reductasa (GR) es un enzima que cataliza la reducción del 
glutatión oxidado (GSSG) a glutatión reducido (GSH) que será 
utilizado por la glutatión peroxidasa para la reducción del peróxido y 
de los lipoperóxidos, que son tóxicos. Este enzima juega un importante 
papel en la defensa antioxidante y debido a su presencia en los 
diferentes tejidos y órganos está involucrada en la fisiopatología de 
varias enfermedades. Observamos que con la edad disminuye su 
expresión en los ratones SAMP8, en cambio no se han encontrado 
diferencias con la edad en los SAMR1.  
 
 El glutatión es el tiol no proteico más abundante en las células de 
mamíferos. Constituye el principal antioxidante endógeno de carácter 
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no enzimático. En estado reducido (GSH) desempeña numerosas e 
importantes funciones metabólicas (Viña, 1990), entre ellas, se encarga 
de proteger a la célula frente al ataque oxidativo, ya sea por radicales 
libres, peróxidos u otros agentes nocivos como las generadas por 
radiaciones. La relacion GSSG/GSH no cambia con la edad en los 
ratones SAMP8. En los ratones SAMR1 se observa que hay una 




Resumiendo, con la edad la expresión de SOD disminuye en las dos 
cepas de ratones viejos. Por otra parte la expresión de glutatión S 
transferasa no cambia con el envejecimiento, al igual que sucede con la 
glutatión peroxidasa. En cambio al estudiar la expresión de glutatión 
reductasa si que observamos una disminución en la expresión de esta 
enzima con la edad en los animales SAMP8 viejos. Por último, al 
estudiar el ratio glutatión oxidado/reducido observamos que no se 




Se acepta generalmente que el envejecimiento se asocia a una inflamación 
crónica que conlleva una producción anormal de mediadores pro-
inflamatorios incluyendo citoquinas pro-inflamatorias, que a nivel 
pancreático están implicadas tanto en la disfunción de las células β 
productoras de insulina, como en la resistencia de los tejidos periféricos a 
la misma característica de la diabetes tipo 2. Además, el factor de 
transcripción NFkB está directamente relacionado con genes de tipo 
inflamatorio.  
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La inflamación se define como una reacción de defensa ante cualquier tipo 
de estrés, ya sea éste fisiológico o no. Se define como una respuesta 
inespecífica, inmediata y no elaborada frente a las agresiones del medio y 
está generada por los agentes inflamatorios. Supone la tétrada clásica de 
calor, rubor, tumor y dolor generados por el aumento de la 
vascularización local para el aporte de células inmunitarias. La respuesta 
inflamatoria se lleva a cabo con la finalidad de aislar y destruir al agente 
dañino o reparar un tejido u órgano dañado.  
El envejecimiento fisiológico y muchas de las enfermedades asociadas a él 
son debidas a la existencia de un proceso inflamatorio de bajo grado que 
se caracteriza por un aumento de las citoquinas pro-inflamatorias y 
quemoquinas que a la larga van a ser responsables del proceso de 
deterioro paulatino de los tejidos. Como hemos mencionado 
anteriormente, en estudios previos de nuestro grupo se observa que el 
envejecimiento produce un aumento de las citoquinas inflamatorias en el 
hígado (Cuesta y cols, 2010) y el corazón (Forman y cols, 2010) en los 
ratones SAMP8. Los datos actuales se corresponden con los observados 
previamente mostrando un aumento en los marcadores inflamatorios 
como son TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6 y MCP1 además de un descenso en la 
expresión de IL-10 en el páncreas de los ratones SAMP8 viejos. Sin 
embargo no se han encontrado diferencias entre jóvenes y viejos en los 
ratones SAMR1 de lo que se deduce que todavía no presentan ningún 
deterioro.  
El factor de transcripción NFkB está directamente relacionado con genes 
de tipo inflamatorio. Muchos de los genes implicados en el proceso de 
envejecimiento son factores de transcripción que activan a sus genes diana 
al unirse a zonas concretas del DNA. Por ejemplo se ha observado que la 
afinidad del factor de transcripción NFkB por el material genético 
aumenta de manera significativa con el envejecimiento en roedores. NFkB 
es un factor pleiotrópico responsable del control transcripcional de 
numerosos genes (Lenardo y Baltimore., 1989) como los relacionados con 
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citoquinas proinflamatorias (como TNF-α, IL-6, IL-1β), ciclooxigenasas 
(COX-2) y oxido nítrico sintasas (iNOS), además es muy importante en la 
regulación de la respuesta celular en presencia de estrés (Helenius y cols., 
2001; Valen et al., 2001). Estos cambios relacionados con la edad son más 
relevantes en tejidos como el hígado pero se han observado también en 
otros tejidos. En este trabajo estamos demostrando asimismo que los 
niveles de expresión de NFkB también se encuentran aumentados en el 
páncreas envejecido. Esto sugiere que el aumento en la unión de NFkB al 
material genético está de alguna manera activado constitutivamente por el 
proceso de envejecimiento. NFkB es un término genérico que hace 
referencia a una importante familia de factores de transcripción 
compuesta por diversas subunidades de la familia Rel y que poseen 
diversas funciones fisiológicas (Valen y cols, 2001) que se han estudiado 
de manera independiente en el páncreas de las distintas cepas de ratones.  
El dominio Rel homólogo es el que contiene la secuencia de localización 
nuclear que permite la unión al DNA. La otra parte es la que permite la 
unión a las otras subunidades de la familia y la interacción con otras 
proteínas. Estudios realizados en modelos “knockout” indican la 
existencia de roles específicos para cada una de las subunidades, así se ha 
demostrado que NFkB p65 es la única subunidad esencial para la 
supervivencia de los organismos. De hecho sólo las subunidades p65, Rel 
B y Rel C son las que poseen dominios de activación transcripcional y por 
lo tanto pueden promover la transcripción génica (Hayden y Ghosh 2004). 
Diversos estudios han demostrado que con el envejecimiento se observa 
un aumento en la expresión de las subunidades p52 y p65, mientras que 
no se detectan cambios en la expresión de NFkB p50 al comparar roedores 
jóvenes con viejos (Helenius y cols, 2001). Además en estos trabajos no se 
encontraron cambios en las expresiones de las IKBs con el envejecimiento. 
Nuestros resultados corroboran lo observado por Helenius y cols (2001) ya  
que el envejecimiento aumenta la expresión proteica de todas las 
subunidades del complejo NFkB (pero la subunidad p50 no aumenta de 
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manera estadísticamente significativa, sólo se observa una tendencia) en el 
páncreas de los ratones SAMP8. Este aumento en la expresión de las 
subunidades de NFkB puede estar íntimamente relacionada con el 
incremento que hemos observado en las citoquinas inflamatorias y con el 
aumento observado en el estrés oxidativo. Probablemente NFkB se 
encuentre también activado por citoquinas inflamatorias y otras enzimas. 
En cuanto a las subunidades reguladoras (IkBα e IkBβ)  la expresión de 
IkBα disminuye con la edad mientras que la expresión de IkBβ aumenta. 
Hay autores que opinan que IkBα podría actuar como un mecanismo de 
control y que puede inducir la re-exportación de NFkB al citoplasma. En 
nuestros animales la expresión de IkBα se encuentra disminuída con la 
edad por lo que no es capaz de captar el NFkB que se encuentra unido al 
ADN activando genes relacionados con la inflamación, el estrés oxidativo 
y la apoptosis. IkBb empezaría a funcionar cuando existiera algún 
problema con la subunidad alpha.   
 
 
El proceso de envejecimiento hace que aumente la expresión de 
NFkB y disminuya la expresión de IkBs, además de aumentar de 
manera significativa la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y 





Tanto el aumento de estrés oxidativo como la inflamación crónica 
contribuyen a la generación de procesos apoptóticos. La apoptosis o 
muerte celular programada es un proceso ordenado por el que la célula 
muere ante estímulos intra o extra celulares. Es un proceso fundamental 
en el desarrollo de órganos y sistemas para el mantenimiento de la 
homeostasis del número de células y en la defensa frente a patógenos. 
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Asimismo es el mecanismo de eliminación de las células con alteraciones 
en el DNA. Sin embargo con la edad se produce un aumento significativo 
de estos procesos que puede llegar a conducir a alteraciones importantes 
en el funcionalismo de órganos y tejidos. 
La supervivencia de las células beta es el factor más importante a tener en 
cuenta para el mantenimiento del metabolismo de la glucosa. La diabetes 
tipo 2 aparece cuando el páncreas no es capaz de secretar la concentración 
de insulina suficiente para la demanda del organismo (Lingohr y cols, 
2002; Donath y Halban, 2004) ya sea debido a una disfunción en la 
secreción y/o a una disminución de las células beta productoras de 
insulina. La apoptosis de este tipo celular es muy importante en el 
desarrollo de la diabetes tipo 1, pero el crecimiento celular y la 
supervivencia también son importantes en la diabetes tipo 2 (Harding y 
Ron, 2002). La sensibilidad que muestran las células beta  a la apoptosis 
depende principalmente del balance que exista en las proteínas de la 
familia Bcl-2. Las proteínas de la familia Bcl-2 se encuentran normalmente 
en el citosol como sensores de daño celular o de condiciones de estrés. En 
condiciones de estrés se colocan en la superficie de la mitocondria.  
La mitocondria contiene miembros pro-apoptóticos como AIF, 
Smac/DIABLO y el citocromo C, los cuales salen de ésta a través de poros 
de transición generados en la membrana mitocondrial dando lugar a la 
formación de apoptosomas y activando la cascada de caspasas  (Robertson 
y cols, 2004; Woo y cols, 2003). Los estímulos que provocan este proceso 
son de dos tipos, estímulos extracelulares como las radiaciones que ejercen 
su función a través de  citoquinas como el TNF-α, o bien la falta de señales 
hormonales o de factores tróficos y estímulos intracelulares que pueden 
ser mitosis incompletas, daños irreparables en el material genético, 
aumento de las especies reactivas de oxígeno etc.  
La apoptosis es un proceso muy finamente regulado. Si ocurre un exceso o 
un defecto de apoptosis, se producen diversas patologías como 
malformaciones, defectos en el desarrollo, enfermedades autoinmunes, 
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enfermedades neurodegenerativas o aparición de tumores. Es un 
componente normal en el desarrollo de los organismos multicelulares y 
sigue siendo importante durante la vida adulta, eliminando los tejidos y 
las células dañadas. En los organismos saludables existe un equilibrio 
entre apoptosis y proliferación (Heimberg y cols, 2001), en cambio, bajo 
diversas circunstancias como el envejecimiento predominan los procesos 
apoptóticos y pueden llegar a alterar las funciones fisiológicas. Se sabe que 
miembros de la familia Bcl-2 están implicados en la señalización de 
citoquinas y en la supervivencia celular  (Rehman  y cols, 2003; Le Roith y 
cols, 2001) por lo que en este trabajo se han  estudiado algunos marcadores 
del proceso de apoptosis que tiene relación con estímulos intracelulares, 
fundamentalmente el sistema de proteínas pro-apoptóticas y anti-
apoptóticas de la familia Bcl-2. Como se ha mencionado en la introducción 
la familia Bcl-2 está compuesta por miembros pro-apoptóticos como BAD 
y Bax y miembros anti-apoptóticos como Bcl-2. En este trabajo se ha 
observado que los miembros pro-apoptóticos aumentan 
significativamente con la edad mientras que Bcl-2 disminuye, por lo tanto 
el equilibrio se encuentra desplazado hacia la muerte celular. Cuando no 
se detectan factores de supervivencia, BAD se defosforila desplazando el 
equilibrio hacia la apotosis, haciendo que salgan de la mitocondria el 
citocromo C, SMAC y AIF y posteriormente generar apoptosis.  
Las proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) bloquean la actividad de las 
caspasas. XIAP (del inglés X-chromosome linked inhibitor of apoptosis protein) 
es el miembro más potente de la familia de las IAPs. XIAP inhibe la 
activación de las caspasas y por lo tanto la iniciación de la apoptosis. 
Precisamente en este trabajo se ha observado que la expresión de XIAP 
está disminuida en los animales SAMP8 viejos, pero no se han encontrado 
diferencias entre jóvenes y viejos en los ratones SAMR1. Al medir la 
expresión de AIF no se han encontrado cambios significativos con el 
envejecimiento en ninguna de las dos cepas de ratones.  
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 Efecto de los tratamientos 
 
Ya hemos mencionado anteriormente que durante el envejecimiento se da 
una disminución en la secreción y producción de diversas hormonas, entre 
ellas la melatonina y la GH (Reiter y cols, 1980; Sack y cols, 1986; Castillo y 
cols, 2005a). Nuestro grupo lleva más de 30 años investigando el efecto 
protector que puede tener la terapia hormonal sustitutiva sobre diferentes 
tejidos siempre administrándolo a  dosis fisiológicas (Castillo y cols, 2004, 
2005a, 2005b; Azcoitia y cols, 2005; Kireev y cols, 2007a, 2007b, Forman y 
cols, 2010; Cuesta y cols, 2010, 2011). Según los resultados obtenidos de 
estas investigaciones se puede concluir que la administración de ambas 
hormonas por separado determina una mejora importante en la mayoría 
de parámetros estudiados.  
 
 
En este apartado vamos a analizar el efecto de los tratamientos crónicos 
con melatonina (Mel) a dos dosis, hormona de crecimiento (GH) y la 
combinación de ambas (GH+Mel) con la dosis de melatonina más baja, 
sobre los marcadores inflamatorios, oxidativos y apoptóticos en el 






Hormona de crecimiento (GH) 
 
Como hemos mencionado anteriormente, durante el envejecimiento se 
dan alteraciones en el eje GH/IGF-I, dando lugar a un descenso en la 
secreción de GH y, por consiguiente, en los niveles plasmáticos de IGF-I. 
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El estrés oxidativo, una de las características típicas del envejecimiento, se 
define como la alteración del equilibrio entre la producción de especies 
prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Sies y Mehlhorn, 
1986). Está demostrado que tanto la GH como el IGF-I son capaces de 
modular el estrés oxidativo (Kenyon, 2005; Warner, 2005; Goto y cols, 
1999; Lebermann y Baltimore, 1990). En esta Tesis Doctoral observamos 
que la GH fue capaz de disminuir la expresión de HO-1, iNOS y NOx y 
por lo tanto reducir el estrés oxidativo en el páncreas. Estos resultados se 
corresponden con  trabajos previos de nuestro grupo donde observamos 
que la administración de GH reduce la peroxidación lipídica, mantiene los 
niveles de GSH, aumenta la actividad de enzimas antioxidantes, mejora la 
función mitocondrial, aumenta la producción de ATP y preserva la 
función hepática (Castillo y cols, 2004). En cuanto a las enzimas 
antioxidantes hemos observado que la GH en páncreas solo es capaz de 
aumentar la expresión de la glutatión reductasa, pero bien es cierto que no 
hay grandes cambios con la edad en estos enzimas.  
 
 
La ruta insulina/IGF-I ha sido definida como una pieza clave en la 
longevidad de muchas especies y en la modulación de la activación de 
citoquinas (IL-1β, IL-6 (Lebermann y Baltimore, 1990) y TNF-α  (Yao y 
cols, 1997) y enzimas inflamatorias mediadas por NFkB (COX-2 e iNOS 
(Taylor y cols, 1998).  El tratamiento con GH es capaz de disminuir la 
expresión de TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6 y MCP1, a la vez que aumenta los 
niveles de IL-4 (antiinflamatorio), pero sin que se observen diferencias en 
la expresión de IL-10. También es capaz de reducir la expresión de NFkB 
p50 y NFkB p52 pero no ejerce efectos en la subunidad NFkB p65 ni en las 
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El envejecimiento se relaciona también con la llamada “muerte celular 
programada” o apoptosis. La apoptosis se encuentra íntimamente 
relacionada con el incremento y la producción de ROS, también NFkB 
tiene efectos sobre el proceso de apoptosis aunque, como se ha 
mencionado anteriormente, depende del estímulo que el equilibrio se 
desplace hacia la apoptosis o hacia la supervivencia. El balance entre 
proteínas inductoras (Bax) y represoras (Bcl2) constituye uno de los 
mecanismos de control más importantes en la regulación de los 
mecanismos de muerte celular por apoptosis. Algunas hormonas 
desempeñan acciones muy evidentes a nivel molecular sobre estos 
procesos.  
La GH es esencial para el crecimiento somático y el desarrollo de los 
organismos, además tiene un papel fundamental en la homeostasis del 
metabolismo (Castillo y cols, 2004; Tresguerres y cols, 2008). Diversos 
estudios demuestran que la GH estimula el crecimiento de los islotes 
pancreáticos y la secreción de insulina  (Galsgaard y cols, 1996). En esta 
Tesis Doctoral se ha demostrado que los animales SAMP8 tratados con 
GH aumentan la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 a la vez que 
disminuyen los componentes pro-apoptóticos. Además el tratamiento con 
GH es capaz de aumentar la expresión del mRNA de XIAP de manera 
significativa. En resultados previos de nuestro grupo se ha demostrado 
que el tratamiento con GH también es capaz de disminuir el proceso 
inflamatorio en el hígado (datos no publicados) y corazón (Forman y cols, 





En humanos los niveles de melatonina comienzan a descender a partir de 
los 25-35 años y a la edad de 40-60 años los niveles son un 35-50% de los 
que encontramos en individuos jóvenes (Acuña-Castroviejo D y cols, 
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2003). Paralelamente a esta disminución de la secreción de melatonina se 
da un incremento en la tasa de producción de radicales libres y una 
disminución de la actividad de enzimas antioxidantes a la vez que se 
produce un aumento de la inflamación y de la apoptosis, características 
típicas de envejecimiento.  
 
 
Se ha comprobado que la melatonina actúa como un “captador”  de 
radicales libres (Tan et al.,1994; Tan et al., 1998) y como antioxidante tanto 
directo como indirecto (Reiter, 1995; Reiter, 1998; Reiter y cols.,1981). El 
tratamiento con melatonina también demostró ser capaz de disminuir la 
expresión génica de marcadores de estrés oxidativo como iNOS a las dos 
concentraciones estudiadas pero HO-1 solo disminuyó con la dosis más 
alta. Por otro lado los valores altos de NOx observados en animales 
SAMP8 viejos disminuyen solo con el tratamiento a la mayor dosis. En los 
ratones SAMR1 no se observan diferencias entre jóvenes y viejos, los  
tratamientos tampoco ejercen ningún cambio.  
Teniendo en cuenta que la producción de melatonina disminuye con la 
edad de los individuos (Reiter, 1998 and Reiter et al., 1981), se podría 
especular que debido a la pérdida de esta capacidad antioxidante, los 
radicales libres podrían causar mas daños en las últimas etapas de la vida 
(Reiter, 1998 and Reiter et al., 1981), (Reiter, 1997 y Reiter, 1998). En cuanto 
a las enzimas antioxidantes: 
La SOD que encontrábamos disminuida en el páncreas de los animales 
viejos SAMP8 no se encuentra modificada con el tratamiento con 
melatonina a ninguna de las dos dosis. En los animales SAMR1 si que es 
capaz de aumentar la expresión de este enzima.  
La GST no se encontraba modificada en los animales SAMP8 viejos y por 
lo tanto los tratamientos con melatonina no ejercieron ningún efecto. No se 
encontraron diferencias en los niveles de GST entre los ratones de la cepa 
de los SAMR1 con la edad. Estos animales se sometieron a tratamiento con 
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melatonina a las dos dosis pero tampoco se observaron efectos evidentes 
ya que si no hay alteraciones difícilmente se pueden observar mejorías.  
La GPx se encontraba disminuida en los animales viejos SAMP8 pero la 
melatonina no fue capaz de modificar la expresión de este enzima con 
ninguna de las dos dosis. Tampoco se encontraron diferencias ni con la 
edad ni con el tratamiento en los animales de la cepa de los SAMR1.  
La GR disminuye con el envejecimiento en los ratones SAMP8, no se 
encontraron diferencias en la cepa de los SAMR1 ni con la edad ni con los 
tratamientos con melatonina. En cambio, en los SAMP8 con la dosis más 
baja de melatonina no se modifica la expresión de este enzima pero la 
dosis más alta, paradójicamente, disminuye la expresión de este enzima 
por debajo del nivel de detección. Esto podría ser debido a que en los 
animales tratados con melatonina a dosis altas casi no tienen niveles de 
peróxido y de lipoperóxidos y no es necesaria la presencia del enzima para 
detoxificarlos.   
La relación GSH/GSSG no varía con la edad en los animales SAMP8. Al 
tratar a los animales con melatonina observamos que este porcentaje 
aumenta con el tratamiento a la dosis más baja pero a la más alta  no ejerce 
ningún efecto. Esto podría ser debido a que la melatonina a la dosis más 
elevada y de forma directa hace que en el organismo se produzcan menos 
radicales libres y por lo tanto no sería necesario neutralizarlos. En los 
ratones SAMR1 se observa que hay una disminución de esto en los 
animales viejos al compararlos con los jóvenes. El tratamiento con 
melatonina es capaz de aumentar este porcentaje con las dos dosis. 
 
Diversos estudios demuestran que la melatonina tiene funciones 
antioxidantes y anti-inflamatorias. Por ejemplo, la melatonina modula el 
proceso inflamatorio asociado con la pancreatitis y reduce la peroxidación 
lipídica (Barlas y cols, 2004; Qi y cols, 1999). En nuestros resultados 
observamos que el tratamiento con  melatonina disminuye la expresión de 
citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-6, IL-1β (ésta última de 
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manera dosis dependiente) y aumenta la expresión de IL-10 también 
siguiendo un patrón dosis-repuesta. Por lo tanto es capaz de modular el 
estado inflamatorio asociado a la edad en los animales SAMP8.  
Se administró melatonina a los ratones SAMR1 pero como los procesos 
inflamatorios no son mayores en estos ratones con la edad, el tratamiento 
con melatonina no ejerció ningún efecto en estos ratones. Un resultado 
paradójico es que los ratones SAMR1 viejos muestran mayores niveles de 
IL-10 que los jóvenes y los tratamientos con melatonina hacen que 
disminuyan dichos niveles. Los niveles pancreáticos de IL-6, que se 
encontraba aumentada en ambas cepas de ratones, disminuyen con los 
tratamientos.  
En cuanto a las subunidades del factor de transcripción NFkB, el 
tratamiento es capaz de disminuir la expresión de NFkB p52 de manera 
dosis dependiente, pero no se observan cambios en la expresión de NFkB 
p50 ni de NFkB p65 en el páncreas de los ratones SAMP8. En cuanto a las 
subunidades reguladoras, el tratamiento es capaz de aumentar la 
expresión de IkBα a las dos dosis pero sólo la dosis más alta es capaz de 
aumentar la expresión de IkBβ en los ratones SAMP8. En los ratones 
SAMR1 sólo se encuentra aumentada la expresión de NFkB p52, las demás 
subunidades no están aumentadas con la edad.  
 
 
Como ya se ha mencionado el proceso de apoptosis es un proceso 
fisiológico y finamente regulado que tiene lugar en el desarrollo normal de 
los individuos, en la morfogénesis y en la reparación de tejidos (Yew y 
cols, 2001; Khalfaoui y cols, 2007; Abu y cols, 2007). Con el envejecimiento 
la expresión del mRNA de Bcl-2 disminuye de manera significativa en los 
ratones SAMP8 a la vez que se observa un aumento del mRNA de BAD. 
Debido a esto, los ratones SAMP8 tienen menos protección frente a la 
apoptosis según aumenta la edad de éstos. En los ratones SAMR1 no se 
observan diferencias con la edad. Las proteínas inhibidoras de apoptosis 
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(IAPs) bloquean la actividad de las caspasas de manera endógena. XIAP 
(del inglés X-chromosome linked inhibitor of apoptosis protein) es el miembro 
más potente de la familia de las IAPs. XIAP inhibe tanto la activación de la 
cascada de las caspasas (a nivel de la caspasa 9) como la acción final de 
esta cascada (inhibiendo a la caspasa 3). Hay muchos estudios que 
demuestran que el aumento de XIAP está relacionado con la supresión de 
la apoptosis tanto en modelos in vivo como in Vitro (Deveraux y cols, 
1997; Deveraux y cols, 1998). En nuestros resultados hemos observado una 
disminución de la expresión del mRNA de XIAP en los animales SAMP8 
viejos mientras que en los SAMR1 no se encuentran diferencias con la 
edad.  La dosis de melatonina 10mg es capaz de aumentar la expresión del 
mRNA de marcadores antiapoptóticos como son Bcl-2 y XIAP. Y además 
es capaz de aumentar el ratio anti/pro-apoptosis desplazando el equilibrio 
hacia la supervivencia.  
Se sabe que la melatonina inhibe el crecimiento celular y la metástasis 
invasiva en cultivo de células cancerígenas, además hay muchos estudios 
en los que se demuestra que la melatonina in vivo disminuye el 
crecimiento de los tumores. Las propiedades antitumorales de la 
melatonina se limitan a la inhibición del crecimiento celular aumentando 
la apoptosis (Cos y cols, 1998). Por otra parte, la melatonina también ha 
demostrado poseer propiedades oncostáticas, anti-apoptóticas e 
inmunomoduladoras actuando como inmunoestimulante en células no 
cancerígenas.  En nuestros animales podemos observar que la melatonina 
se comporta como anti-apoptótica. La dosis más baja de melatonina es 
suficiente para disminuir la expresión del mRNA de BAD mientras que no 
es capaz de modificar la expresión de Bcl-2 en los ratones SAMP8. Lo 
importante no es cómo se compota cada marcador por separado, al 
analizar lo que ocurre con el ratio anti/pro-apoptótico podemos observar 
que disminuye en los animales viejos y sólo la dosis de melatonina a 10 
mg es capaz de aumentarlo. Por otra parte el marcador XIAP también se 
encuentra aumentado con la dosis más elevada de melatonina. No se  
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Hormona de crecimiento combinada con melatonina (GH+Mel) 
 
Al observar que los tratamientos con GH y melatonina administrados por 
separado dieron buen resultado en cuanto a las alteraciones debidas a la 
edad, planteamos el tratamiento combinado por si existiera algún tipo de 
sinergia.  
Estudios previos de nuestro grupo en el corazón de ratones SAMP8 
demuestran que el tratamiento combinado ejerce un efecto protector frente 
a los procesos inflamatorios, oxidativos y apoptóticos (Forman y cols, 
2010).  
 
En lo que se refiere al estrés oxidativo, el tratamiento de GH con 
melatonina hace que disminuya la expresión de las hemo-oxigenasas pero 
no ejerce ningún efecto en lo que a las oxido nítrico sintasas se refiere. Los 
tratamientos administrados por separado si que son capaces de disminuir 
la expresión de la oxido nitrico sintasa inducible. Por lo tanto, en algún 
punto de la cascada de señalización las acciones de la GH y de la 
melatonina tienen que bloquearse.  
Además, en lo que se refiere a la defensa antioxidante no se han 
encontrado diferencias en la expresión de SOD, al igual que ocurría con 
los tratamientos administrados por separado, pero este enzima tampoco 
cambia con la edad en el páncreas de los ratones SAMP8.  
El tratamiento combinado disminuye la expresión de GST, aunque no se 
veía modificada por la edad. Observamos que el tratamiento con 
melatonina no es capaz de modificar este parámetro pero la GH si que lo 
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modifica a si que podríamos pensar que en este punto, las dos hormonas 
no siguen la misma ruta, ni se interrelacionan entre ellas.  
GPx y GR que disminuyen con la edad, aumentan con el tratamiento de 
GH+Mel. La GPx sólo se modifica con el tratamiento con melatonina y la 
GR con la GH. No se encuentran diferencias significativas entre 
tratamientos.  
El ratio GSH/GSSG que no se encontraba aumentado con la edad y 
disminuye con el tratamiento combinado, solamente el tratamiento con 
melatonina es capaz de modificarlo.  
 
Estos resultados indican que en lo referido a la defensa antioxidante el 
tratamiento combinado ejerce efectos sinérgicos ya que es capaz de 
disminuir los marcadores de estrés oxidativo (de la misma manera que lo 
hacían los tratamientos por separado) pero los efectos son aditivos en 
cuanto a los parámetros medidos de defensa antioxidante (que los 




Con el tratamiento tratamiento combinado disminuye la expresión de 
NFkB p52 y NFkB p65 pero no se ve modificada la expresión de NFkB p50 
(la cual tampoco cambia con la edad). Tampoco es capaz de modificar la 
expresión de las IkBs. 
Por otro lado los tratamientos por separado eran capaces de disminur la 
expresión de las citoquinas inflamatorias TNF-α e IL-1β al igual que el 
tratamiento combinado y la expresión de  IL-10 no se ve modificada con 
ninguno de los tratamientos. Por lo tanto se puede decir que a nivel de 
inflamación el tratamiento combinado no ejerce ningún efecto potenciador 
de los tratamientos por separado.  
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En cuanto al proceso de apoptosis, el tratamiento combinado de GH con 
melatonina no es capaz de modificar la expresión de proteínas y por lo 
tanto no modifica el balance pro/anti apoptótico. Por otra parte si que  es 
capaz de aumentar la expresión génica de Bcl-2, por lo que a nivel génico 
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1. En  los ratones SAMP8 el envejecimiento produce un aumento de 
marcadores de oxidación como óxido nítrico, hemoxigenasas y 
nitrogenasas, a la vez que una disminución de la defensa 
antioxidante tanto en el hígado como en el páncreas.  Aumentan 
asimismo los marcadores de inflamacion  (como TNF-α, IL-1β, IL-6, 
etc) y los favorecedores de  la  apoptosis (BAD, BAX) disminuyendo 
los antiapoptoticos (Bcl 2). Además el factor de transcripción NFkB 
aumenta su expresión durante el envejecimiento y las subunidades 
reguladoras de este factor de transcripción disminuyen.  
 
Es posible que estas condiciones pancreáticas aceleren el deterioro de las 
células beta y disminuyan su capacidad secretora de insulina en los 
ratones SAMP8.  
 
En los ratones de la cepa SAMR1 no se observan casi alteraciones con la 
edad de los individuos, por esto son un buen control de las alteraciones 
debidas al envejecimiento. 
 
2. Los niveles plasmáticos de insulina están incrementados en ambos 
tipos de ratones como consecuencia del incremento en la resistencia  
periférica a la misma. El contenido pancreático de insulina se 
encuentra aumentado en los ratones de la cepa SAMP8, aunque la 
expresión del mRNA de insulina y glucagon no se modifica con el 
envejecimiento. Sin embargo, en los ratones SAMR1 viejos se 
mantiene el incremento del contenido pancreático mientras que en 
los SAMP8 disminuye, probablemente por incapacidad de 
mantenerlo con los niveles elevados de estrés oxidativo y de 
inflamación a los que se encuentra sometido el páncreas. También 
hemos observado que el mRNA de GLUT 2 se encuentra aumentado 
en los ratones SAMP8 viejos, éste además de ser un transportador es 
un sensor de glucosa y aumenta la sensibilidad a ésta.  
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Por esto, aunque los niveles de glucemia se mantienen controlados 
en todos los ratones, si la situación persistiera, el páncreas de los 
SAMP8 se agotaría, aumentando los niveles de glucemia  y dando 
lugar a  la Diabetes tipo 2.  
 
 
3. Al analizar en los ratones SAMP8 viejos la expresión de genes 
relacionados con la proliferación (PCNA y Sei1) y la diferenciación 
de los islotes (Pdx-1) observamos que no disminuye el  número de 
células con la edad, sino que hay una menor diferenciación de estas 
células, con lo que no llegan a diferenciarse como células secretoras 
y por lo tanto no ejercen su función.  
 
 
4. La terapia sustitutiva con hormona de crecimiento y/o melatonina 
en los ratones SAMP8 es capaz de modular el estado inflamatorio, 
oxidativo y apoptótico ejerciendo un efecto protector sobre las 
lesiones tanto hepáticas como pancreáticas inducidas por la edad. 
De esta forma mejora la homeostasis de la glucosa disminuyendo  
los niveles plasmáticos de insulina y su contenido pancreático. En 
los ratones SAMR1, al no presentar evidentes alteraciones debidas al 
envejecimiento no se realizaron los tratamientos ya que no era 
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Senescence-accelerated mouseAging is associated with an increase in oxidative stress and inflammation. The aim of this study was to
investigate the effect of aging on various physiological parameters related to inflammation in livers obtained
from two types of male mice models: Senescence-accelerated prone (SAMP8) and senescence-accelerated-
resistant (SAMR1) mice, and to study the influence of the administration of melatonin (1 mg/kg/day) for one
month on old SAMP8 mice on these parameters.
The parameters studied have been the mRNA expression of TNF-α, iNOS, IL-1β, HO-1, HO-2, MCP1, NFkB1,
NFkB2, NFkB protein or NKAP and IL-10. All have been measured by real-time reverse transcription
polymerase chain reaction RT-PCR. Furthermore we analyzed the protein expression of TNF-α, iNOS, IL-1β,
HO-1, HO-2, and IL-10 by Western-blot.
Aging increased oxidative stress and inflammation especially in the liver of SAMP8 mice. Treatment with
melatonin decreased the mRNA expression of TNF-α, IL-1β, HO (HO-1 and HO-2), iNOS, MCP1, NFκB1, NFκB2
and NKAP in old male mice. The protein expression of TNF-α, IL-1β was also decreased and IL-10 increased
with melatonin treatment and no significant differences were observed in the rest of parameters analyzed.
The present study showed that aging was related to inflammation in livers obtained from old male
senescence prone mice (SAMP8) and old male senescence resistant mice (SAMR1) being the alterations
more evident in the former. Exogenous administration of melatonin was able to reduce inflammation.Endocrinology, Department of
sity, Avda, Complutense s/n.
91 3941628.
rres).
l rights reserved.© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.1. Introduction
Senescence-accelerated pronemice (SAMP) are commonly used as
animal models to study aging. The SAMP strains exhibit several
features that make them interesting models for human aging.
Aging is associatedwith several changes in structure and function of
different organs and tissues, and this process also affects the liver (Sohal,
1993; Anantharajua et al., 2002; Gasbarrini et al., 1998). Furthermore,
the defence capacity of the liver to different injuries, such as anoxia/
reperfusion damage (Gasbarrini et al., 1998) or drug toxicity (Palomero
et al., 2001), is reduced with aging. In our group we have previously
reported an increase in several parameters related to oxidative stress
such as lipoperoxides (LPO), cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
nitric oxide (NO) and carbon monoxide (CO), as well as a reduction on
adenosine tri phosphate (ATP) content in hepatocytes isolated from
24 months old male rats (Castillo et al., 2005).Inflammation is a complex host's normal defence reaction to injury
and stress. Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS) are heavily implicated in the inflammatory process. Cytokines are
the major communication channels that provide links within and
between the immune system and other organ. During aging, a shift
occurs in the ratio of native to memory T cells, with associated changes
in the cytokine profile that favour increases in inflammatory substances
such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin 1-beta (IL-1β),
interleukin 6 (IL-6), interferon-gamma(INFγ) and transforming growth
factor beta (TGFβ) (Hobbs et al., 1993; Riancho et al., 1994;Miller, 1991;
Kubo and Cinader, 1990). Our group also found that aging was able to
increase the level of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1β
and IL-6 in livers of oldmale rats as compared to young animals (Kireev
et al., 2007). In SAMP8mice similarfindingswere detected by our group
in the heart (Forman et al., 2010).
Nuclear factor kappa beta (NF-κB) plays a key role in the expression
ofmany genes that are central to the inflammatory response (Baldwin,
1994; Bauerle, 1991). Under challenged conditions by various
stressors, pro-inflammatory genes are activated and their encoded
proteins are expressed. As a part of the defence components, these
newly synthesized proteins mediated by NF-κB activation serve to
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Objective: The aim of the present study was to investigate the effect of aging on several parameters related to
glucose metabolism, proliferation and differentiation in the pancreas and how GH administration to old
SAMP8 mice could affect these parameters.
Materials and methods: Pancreas samples were obtained from two types of male mice models: senescence-
accelerated prone (SAMP8) and senescence-accelerated-resistant (SAMR1) mice SAMP8 and SAMR1 mice
and the influence of exogenous administration of GH (2 mg s.c./kg/day) on SAMP8 mice. RNA was isolated
from pancreas samples of male mice using the kit RNeasy total RNA kit Ref. 50974104 (Qiagen). Insulin was
measured in plasma by RIA kit and glucose was measured in plasma by an assay kit.
Results: Aging decreases the expression of differentiation in the pancreas of Pdx-1, FoxO 1 and FoxO 3A but not
of Sirt 1 or of the expression of the proliferative genes PCNA and Sei1. The expression of glucagon and GLUT2
were increased with aging and no differences were observed in somatostatin and insulin expressions. Insulin
levels in plasma were increased with aging in SAMP8 mice. IGF-1 expression was reduced with aging. The
treatment with GH was able to increase the expression of Sirt 1, Pdx-1, FoxO 3A and IGF-1. On the other hand,
the treatment decreased the expression of glucagon, GLUT2, somatostatin and insulin, furthermore GH was
able to decrease the plasma levels of insulin in old male SAMP8 mice (pb0.0004).
Conclusion: The present study has shown that aging is associated with significant alterations in the relative
expression of pancreatic genes involved in insulin secretion as well as in the differentiation and in the intra
islet glucose metabolism. According to our results, GH administration to old SAMP8 mice was able to improve
the pancreatic function of the old SAMP8 mice and to decrease insulin and glucagon expressions in the
pancreas improving instead insulin levels and glucose metabolism.
© 2010 Growth Hormone Research Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.1. Introduction
Type-2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disorder
characterized by insulin resistance in liver, muscle, and adipose
tissue, as well as progressive β-cell dysfunction leading to hypergly-
cemia [1–3]. To cope with this increased demand of insulin secretion,one mouse; SAMR, senescence
1, insulin-like growth factor 1;
; RNA, ribonucleic acid; cDNA,
box; PCNA, proliferating cell
ining 1; Pdx 1, Pancreatic and
r 2; Sirt, Sirtuin; HOMA-IR,
Endocrinology, Department of
sity, Avda, Complutense s/n.
91 3941628.
rres).
ne Research Society. Published bythe pancreatic islet needs to enhance its secretory activity. The
reasons for this failure to maintain sufficient insulin secretion are a
decrease in β-cell mass combined with defective insulin secretion.
Several mechanisms have been proposed to explain this failure,
including endoplasmic reticulum stress, oxidative stress, amyloid
deposition, lipotoxicity, and glucotoxicity [4–8]. The prevalence of
type 2 diabetes and impaired glucose tolerance (IGT) increases with
aging [9–11]. This theory implied that β-cell dysfunction was a
relatively late and possibly secondary event in the pathogenesis of
type 2 diabetes. In support of insulitis in type 2 diabetes, elevated
numbers of immune cells have been detected in the islets of patients
with the disease in combinationwith increased levels of cytokines and
chemokines [12–14]. Insulin resistance leads to a situation in which,
muscle and fat tissue, that need to allow access to glucose, thought the
insulin mediated GLUT4 activation; are not able to do so. The presence
of FFA and also the inflammation related molecules like IL-1β and
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Effect of Growth Hormone Treatment on Pancreatic
Inflammation, Oxidative Stress, and Apoptosis Related
to Aging in SAMP8 Mice
Sara Cuesta,1 Roman Kireev,1 Cruz Garcı´a,2 Katherine Forman,1 Elena Vara,2 and Jesu´s A.F. Tresguerres1
Abstract
Aging is associated with an increase in inflammation, oxidative stress, and apoptosis. Furthermore, aging is
accompanied by an alteration of the growth hormone (GH) –insulin-like growth factor-1 (IGF-1) axis. The aim of
this study was to examine the regulation of these parameters in the pancreas of old mice and how GH treatment
could affect this process. Male senescence-accelerated prone mice (SAMP8) and male senescence-accelerated
resistant mice (SAMR1) 2 (young) and 10 months old were used (n¼ 40). Animals were divided into five
experimental groups: 1 and 2, SAMP8/R1 young control; 3 and 4, SAMP8/R1 old control (untreated); and 5,
SAMP8 old treated with GH. Physiologically equivalent doses of GH were administered for 1 month (2mg
subcutaneously [s.c.]/kg/day) and several parameters were analyzed.
Aging was associated with increased inflammation, oxidative stress, and apoptosis (increased tumor necrosis
factor-a [TNF-a], interleukin-b [IL-b], IL-6, monocyte chemoattractant protein-1 [MCP1], IL-2, heme oxygenase
[HO-1], inducible nitric oxide synthase [iNOS], and nitric oxide metabolites [NOx]). The ratio of anti/pro apoptotic
mRNA expression—B cell lymphoma 2 (Bcl-2) Bcl-2–associated X protein (BAX) þ Bcl-xL/Bcl-2-associated death
promoter (BAD)—was decreased during aging in SAMP8 mice. X-inhibitor of apoptosis (XIAP) was decreased
during the aging process. Furthermore, no changes were observed in protein expression of nuclear factor-kB (NF-
kB p65 and NF-kBp50–105. However, the protein expression of NF-kB p52–100 and inhibitor kappa B (IkB) alpha
was increased with age in the pancreas of SAMP8 mice. On the other hand, the expression of IkB beta was
decreased with aging. These results indicate that aging is associated with significant alterations in the relative
expression of pancreatic genes involved in inflammation, oxidative stress, and apoptosis. According to our results,
GH administration to old SAMP8 mice was able to improve pancreas from this parameters.
Introduction
Aging is associated with inflammation, nuclear fac-tor-kB (NF-kB) activation, increased apoptosis,1,2 im-
paired mitochondrial activity,3 and a decline in immune
function4 and also leads to a rise in the rate of free radical pro-
duction.5 In addition, decreases in plasma levels of some hor-
mones, including growth hormone (GH), have been observed.6
The senescence-accelerated mouse (SAM), a murine model
of accelerated aging, was established by Toshio Takeda and
colleagues. SAM consists of series of SAMP (prone) and
SAMR (resistant) lines. We chose SAMP8 mice as a model of
senescence and for comparative purposes used SAMR1 mice
as model of age-resistant animals. The same model was used
extensively by our group in previous studies regarding heart
and liver aging.7,8
Increased age is accompanied by alterations in the GH/
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) axis, leading to a de-
crease in GH secretion and plasma IGF-1 levels.9,10, GH
administration (acting either directly or through IGF-1
production) was shown to exert beneficial effects on sev-
eral organs and tissues deteriorated by aging, such as
bone, cardiovascular system, central nervous system, and
body composition.10,11 Both GH and IGF-1 replacement
are able to reduce oxidative stress and to improve defenses
against oxidation.12,13 GH and IGF-1 administration have
also been shown to reduce oxidative stress and to im-
prove antioxidant activity in several experimental models
in which oxidative damage is involved.14 Thus, GH and its
mediator IGF-1 seem to play a role in the regulation of
oxidative stress, apoptosis, and inflammation in aged
organs.
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A B S T R A C T
This study has investigated the effect of aging on parameters of inflammation, oxidative stress and
apoptosis in pancreas obtained from two types of male mice models: senescence-accelerated prone
(SAMP8) and resistant mice (SAMR1). Animals of 2 (young) and 10 months of age (old) were used
(n = 64). The influence of the administration of melatonin in the drinking water for one month at two
different dosages (1 and 10 mg/(kg day) on old SAMP8 mice on these parameters was also studied.
SAMP8 mice showed with age a significant increase in the relative expression of pancreatic genes
involved in inflammation, oxidative stress and apoptosis. Furthermore the protein expression of several
NFkB subunits was also enhanced. On the contrary aged SAMR1 mice did not show significant increases
in these parameters. Melatonin administration to SAMP8 mice was able to reduce these age related
alterations at the two used dosages.
 2011 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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Aging is the time associated progressive accumulation of
changes related with or responsible for the ever-increasing
susceptibility to disease and death. Enhanced oxidative stress,
inflammation and apoptosis are the most common aging
associated alterations that can be used as markers of the process
(Harman, 1981). Progressive and irreversible physiological decline
is a characteristic of all organisms late in life. Aging can affect gene
regulation (Helenius et al., 2001) and is accompanied by evident
activation of inflammatory pathways and enhanced apoptosis
(Zhang and Herman, 2002; Tresguerres et al., 2008).
Elderly humans have altered cellular redox levels and
suppressed regenerative responses, both of which are key events
underlying the progression of chronic degenerative diseases ofAbbreviations: SAMP, senescence-accelerated prone mouse; SAMR, senescence
accelerated-resistant mouse; Mel, melatonin; RT-PCR, reverse transcription
polymerase chain reaction; RNA, ribonucleic acid; cDNA, complementary DNA;
SG, SYBR-Green; HOMA-IR, homeostatic model assessment-insulin resistance;
XIAP, X-inhibitor apoptosis.
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0047-6374/$ – see front matter  2011 Published by Elsevier Ireland Ltd.
doi:10.1016/j.mad.2011.10.005aging, such as diabetes mellitus. Poorly maintained cellular redox
levels lead to elevated activation of nuclear transcription factors
such as NFkB (nuclear factor kappa beta) and AP-1. These factors
are coordinately responsible for a huge range of extracellular
signalling molecules responsible for inflammation, tissue remo-
delling, oncogenesis and apoptosis progresses that orchestrate
many of the degenerative processes associated with aging (Hu
et al., 2000).
Aging is usually associated with decreasing glucose tolerance
and to increase susceptibility to diabetes (De Fronzo, 1984). It was
also shown that insulin secretion in rabbits was reduced with age
(Reaven and Reaven, 1981). The decreased ability to maintain
carbohydrate homeostasis may be a major factor in the pathogen-
esis of age-induced diabetes (Meites et al., 1987). Increasing
evidence suggests that pancreatic islet dysfunction in type 2
diabetes can be promoted by an inflammatory process. Indeed,
pancreas of patients with type 2 diabetes are characterized by the
enhancement of cytokines, immune cells, NFkB activation, beta
cell apoptosis, amyloid deposits, and fibrosis (Donath et al., 2008).
Melatonin is an endogenous chemical mediator, which
regulates the circadian rhythm and it has also a number of other
important functions, like powerful anti-inflammatory and antioxi-
dant activities which have been tested in several experimental
studies. For example melatonin was shown to modulate the
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The aim of the present study was to investigate the effect of aging on several parameters 
related to glucose homeostasis and insulin resistance in pancreas and how melatonin 
administration could affect these parameters. Pancreas samples were obtained from two 
types of male mice models: Senescence-accelerated prone (SAMP8) and senescence-
accelerated-resistant mice (SAMR1). 
Insulin levels in plasma were increased with aging in both SAMP8 and SAMR1 mice, 
whereas insulin content in pancreas was decreased with aging in SAMP8 and increased 
in SAMR1 mice. Expression of glucagon and GLUT2 mRNAs were increased with 
aging in SAMP8 mice and no differences were observed in somatostatin and insulin 
mRNA expressions. Furthermore, aging decreased also the expressions of Pdx-1, FoxO 
1, FoxO 3A and Sirt 1 in pancreatic SAMP8 samples. Pdx-1 was decreased in SAMR1 
mice but no differences were observed in the rest of parameters on these mice strains.  
Treatment with melatonin was able to decrease plasma insulin levels and to increase its 
pancreatic content in SAMP8 mice. In SAMR1, insulin pancreatic content and plasma 
levels were decreased. HOMA-IR was decreased with melatonin treatment in both 
strains of animals. On the other hand, in SAMP8 mice, treatment decreased the 
expression of glucagon, GLUT2, somatostatin and insulin mRNA. Furthermore it was 
also able to increase the expression of Sirt 1, Pdx-1 and FoxO 3A.  
According to these results, aging is associated with significant alterations in the relative 
expression of pancreatic genes associated to glucose metabolism. This has been 
especially observed in SAMP8 mice. Melatonin administration was able to improve 
pancreatic function in old SAMP8 mice and to reduce HOMA-IR improving there 

















The prevalence of obesity, insulin resistance, and type 2 diabetes is reaching epidemic 
proportions worldwide. Type 2 diabetes is a disease with a slow but progressive 
pathogenesis. Both genes and the environment play a critical role its development. 
Insulin resistance is the earliest detectable defect that may occur 15-25 years or more 
before the clinical onset of disease. Insulin-resistant states are characterized by the 
inability of insulin to promote glucose uptake in the tissues [1, 2]. Thus, insulin 
resistance constitutes what epidemiologists call an 'intervening phenotype,' as well as a 
marker for the disease.  Initially, there is an attempt to compensate for this resistance 
with increased insulin secretion, but eventually, hormone secretion fails and type 2 
diabetes develops. The reasons for the failure to maintain sufficient insulin secretion 
would be a decrease in β-cell mass combined with defective insulin secretion. The exact 
molecular site for the insulin resistance is unknown. Environmental factors, particularly 
those leading to obesity, further enhance this diabetogenic tendency by accentuating 
insulin resistance. Increasing evidence suggests that an inflammatory process promotes 
islet dysfunction in type 2 diabetes [3]. Indeed, pancreas of patients with type 2 diabetes 
are characterized by the presence of cytokines, NF-kB activation, immune cells, beta 
cell apoptosis, amyloid deposits, and fibrosis. Elevated free fatty acid levels establish 
the link between obesity and insulin resistance. Patients with insulin resistance or type 2 
diabetes mellitus usually exhibit obesity and elevated free fatty acid levels. However 
insulin resistance can also originate in the adipose tissue, where it leads to an increase in 
lipolysis, with a subsequent release of glycerol and FFA into the circulation. It is widely 
accepted that increased availability and utilization of FFA contribute to the development 
of insulin resistance in skeletal muscle, as well as to increased hepatic glucose 
production. In fact, the progression of this situation in rats on a high-fat diet is closely 
related to plasma FFA levels. The clinical consequences of insulin resistance and 
compensatory hyperinsulinemia have become a major public health problem. 
Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), a tryptophan derived small indolic 
molecule, is mainly produced by the pineal gland but is also produced in other tissues 
[4,5,6]. Melatonin is a highly filogenetically conserved molecule that exerts many 
regulatory functions, modulating cellular metabolism through its binding to specific 
membrane and nuclear receptors [7,8]. Data obtained from experimental animal models 
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in vivo and studies in vitro suggest that melatonin might regulate glucose homeostasis 
[7,8,9]. In normal rats, pinealectomy induces insulin resistance and glucose intolerance 
[7, 8]. In obese insulin-resistant rats, parenteral melatonin administration was able to 
decrease body weight and to lower plasma glucose [10] and insulin [11] levels, but the 
underlying mechanisms are not known. Melatonin was also shown to reduce serum 
cholesterol levels in mammalian species [12,13,14,15] and to prevent oxidative stress in 
diabetic subjects [15,16]. It is also been shown to reduce hyperglycemia, 
hyperinsulinemia, and hyperleptinemia, and to restore hepatic ∆-5 desaturase (an 
insulin-permissive enzyme) activity in type 2 diabetic rats. These animals also exhibited 
a restoration in there altered polyunsaturated fatty acids (PUFA) levels to near normal 
values [16]. Thus, melatonin may prevent changes in membrane fluidity during lipid 
peroxidation induced by oxidants [17] and diabetes [16]. 
The decrease in the production of melatonin, the increase in insulin secretion, the 
decrease in sensitivity of peripheral tissues and of pancreatic islet β cells to insulin have 
been described as typical for aging in humans [18,19 ,20,21,22]. 
Establishing pertinent animal models which have characteristics closely similar to 
humans is essential to elucidate the fundamental mechanisms of age-related changes 
and to develop effective drugs for the prevention of age-related diseases. SAM 
(senescence-accelerated mouse) has been already established as a murine model of 
accelerated aging. It is composed actually by a group of related inbred mice including 
nine strains showing accelerated, senescence-prone, short-lived animals (SAMP), and 
three resistant to accelerated senescence, long-lived mice (SAMR) [23,24]. SAMP 
animals show relatively specific age-associated phenotypic pathologies such as a 
shortened life span and early manifestation of senescence. Previous studies from our 
group have investigated age associated changes in SAMP8 and SAMR1 mice in heart 
[25, 26]. In this study biochemical parameters associated with glucose homeostasis have 
been investigated in SAMP8 mice as compared with SAMR1 mice which serve as there 
controls.  
Due to all the above mentioned facts, in this paper the effect of aging on glucose 
metabolism, cell proliferation and differentiation in pancreas of SAMP8 mice has been 
investigated as compared with SAMR1 mice. The effect of a chronic treatment with 
melatonin, at two different doses has been also tested. 
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MATERIALS AND METHODS 
Animals and treatment 
Melatonin was obtained from Actafarma (Madrid, Spain). Other reagents were of the 
highest quality available and obtained from different commercial companies. 
Male senescence-accelerated mice (SAMP8/ SAMR1) of 2 (young) and 10 months 
(old) of age were used (n = 64). Animals were divided into eight experimental groups 
(n=8 animals per group) (1) young SAMP8 untreated (2 month age), (2) old SAMP8 
untreated (10 month age), (3) old SAMP8 (10 month age) treated with Melatonin 1mg, 
(4) old SAMP8 (10 month age) treated with Melatonin 10mg, (5) SAMR1 young 
untreated (2 month age), (6) SAMR1 old untreated (10 month age) (7) old SAMR1 (10 
month age) treated with Melatonin 1mg , (8) old SAMP8 (10 month age) treated with 
Melatonin 10mg. The animals remained during all the time including the treatment 
period in conditions of controlled light (12-h light/dark cycle) and temperature (20–
24ºC) and received a standard diet and water ad libitum. Mice were treated with 
melatonin during 4 weeks between 9 and 10 month of age. Melatonin was dissolved in 
absolute ethanol and added to the drinking water in a final ethanol concentration of 
0.066%. Water bottles were covered with aluminium foil to be protected from light, and 
the drinking fluid was changed three times a week, depending on the water 
consumption and the weight of the animals. Untreated animals received 0.1% alcohol in 
tap water. After 30 days of treatment, animals were killed by cervical dislocation 
followed by decapitation and pancreas were collected in RNA later (for PCR 
determinations). All animals received humane care according to the Guidelines for 
Ethical Care of Experimental Animals of the European Union.  
RNA isolation and PCR quantification 
RNA was isolated from pancreas samples of male mice using the kit RNeasy total rna 
kit ref.50974104 (Qiagen) and following the manufacturer’s protocol. The purity of the 
RNA was estimated by 1.5% agarose gel electrophoresis, and RNA concentration was 
determined by spectrophotometry. Reverse transcription of 2 µg RNA for cDNA 
synthesis was performed using the Reverse Transcription System, (Promega, Madison, 
WI, USA) and a pd (N) 6 random hexamer. RT- PCR was performed in an Applied 
Biosystems 7300 apparatus using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems, Warrington, UK) and 300 nM concentrations of specific primers (Table 1). 
The thermo cycling profile conditions used were: 50ºC for 2 m, 95ºC for 10 m 
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(followed by 40 cycles), 95ºC for 15 s, 60ºC for 1 m, 95ºC for 15 s, 60ºC for 30 s and 
95ºC for 15 s. For the normalization of cDNA loading in the PCR reaction, the 
amplification of 18S rRNA for every sample was used. The primers used were for the 
estimation of: Glucagon, GLUT-2, Insulin, Somatostatin, FoxO1, FoxO3A, Sirtuin 1, 
Sei1 and Pdx-1 (Table 1). Relative changes in gene expression were calculated using 
the 2-DDCT method [27].    
 
Insulin and Glucose 
Insulin was measured in plasma by a RIA kit according to the manufacturer’s 
instructions (DRG Instruments, GmbH, Germany) 
Glucose was measured in plasma by an assay kit according to the manufacture’s 
instructions (GAG 020-1kt, SIGMA) 
Plasma glucose and insulin values were used to calculate a homeostasis model 
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) as follows: glucose (nmol/L) x insulin 
(mIU/L)/22.5 [28]. 
 
Free fatty acids 
Free fatty acids was measured in plasma by an assay kit according to the manufacture’s 
instructions (NEFA ACS-ACOD Method, Wako Chemicals GmbH)  
 
Statistical analyses 
The results were statistically analyzed with the ANOVA method, with a confidence 
level of 95% (p<0.05) was considered significant. Results are expressed as the 
mean±SEM. Mean comparison was done by the ANOVA analysis of variance followed 
by a Fisher test. In each case analysis for PCR was carried out and normalized 
according to 18S rRNA endogenous gene run in parallel.  










Plasma Insulin levels were increased in both old SAMP8/SAMR1 mice as compared 
with their respectively young controls (p<0.001). Treatments with melatonin were able 
to restore these levels in a dose dependent manner (p<0.05). 
Pancreatic content of this hormone was decreased with aging (p<0.001) in SAMP8 
animals. Treatments with melatonin at 1 and 10 mg/kg/day were able to restore values 
of insulin to those present in young animals and in a dose dependent manner (p<0.05). 
In SAMR1 mice pancreatic content of this hormone was increased (p<0.001) and 
treatments with melatonin 1 and 10 mg were able to decrease its values (p<0.05) (Table 
2) 
Glucose was measured as a metabolic index for insulin action and no differences were 
found with aging in SAMP8 animals. Melatonin treatments at 1 and 10 mg were able to 
decrease plasma glucose levels of these mice (p<0.05). In SAMR1 mice no differences 
were observed neither with aging nor with melatonin treatment (Table 2).  
HOMA-IR index showed significant increases in old SAMP8 and SAMR1 male mice 
as compared to young animals (p<0.001). The index was also significantly higher in old 
SAMP8 mice as compared with old SAMR1 mice (p<0.01). Melatonin administration 
was able to reduce the HOMA-IR index in both old SAMP8 and SAMR1 mice in a 
dose dependent manner (p<0.05) (Table 2). 
Whereas gene expression of Glucagon (p<0.05) and GLUT2 (p<0.05) were 
significantly increased with aging in pancreas of SAMP8 mice, no differences were 
observed in its expression on SAMR1 animals (Fig 1). Expression of GLUT2 was 
lower (p<0.01) in young SAMP8 mice as compared with young SAMR1 animals (Fig 
1B) but old SAMP8 mice showed higher values than old SAMR1 mice.  
Expression of Insulin and Somatostatin didn’t change during aging in pancreas of male 
SAMP8 mice and also no significant differences were observed between old and young 
SAMR1 animals (Fig 2). Expressions of Insulin (p<0.05) and Somatostatin (p<0.001) 
mRNA were increased in pancreas of young and old SAMP8 animals as compared with 
young and old SAMR1 mice (Fig 2).  
Treatment with melatonin at 1 and 10 mg/kg/day were able to reduce expression of 
Glucagon (p<0.05), GLUT2 (p<0.01), Somatostatin (p<0.001) and insulin (p<0.01) in 
old SAMP8 male mice as compared with untreated animals (Fig 1, 2).  
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mRNA expressions of FoxO1 (p<0.05) and FoxO 3A (p<0.001) and Sirtuin (p<0.05) 
were decreased with aging in old SAMP8 mice (Fig 3). No significant differences in 
these parameters were observed between old and young SAMR1 mice. The 
comparative analysis of the gene expression of FoxO1 (p<0.05) between old SAMP8 
and old SAMR1 mice demonstrated significantly lower values in SAMR1 mice (Fig. 3) 
Treatment with melatonin (1 and 10 mg/kg/day) significantly increased mRNA 
expression of FoxO 3A (p<0.001), Sirtuin (p<0.05) and FoxO1 (p<0.05) in old male 
SAMP8 mice as compared with untreated animals (Fig 3). We observed a dose 
dependent increase in mRNA expression of FoxO3a and Sirtuin.  
No significant differences were observed with aging in the pancreatic expression of 
proliferation gen (Sei1) between SAMP8 and SAMR1 mice. Melatonin administration 
did not influence these parameters in old SAMP8 mice. No differences were observed 
also in SAMR1 mice.   
Pdx-1 expression was decreased in both old SAMP8 and SAMR1 mice (p<0.001) and 
only melatonin 10 mg/kg/day treatment increased this expression in SAMP8 mice 
(p<0.001) (Fig 4).  
No significant differences were observed between young and old SAMP8 mice in 
plasma free fatty acids levels. Treatments with melatonin didn’t change these levels of 
FFA. No differences were observed neither between young and old SAMR1 nor 

















One of the greatest risk factors for the development of type 2 diabetes in humans is age 
[29]. Type 2 diabetes is characterized by a combination of defective insulin secretion 
that results from a progressive age-associated decline in pancreatic function and 
appearance of insulin resistance [30,31,32]. In our data a decrease in pancreatic insulin 
content of old SAMP8 mice as compared with young mice has been observed. 
However, mRNA expression of insulin did not change with aging, neither in SAMP8 
nor in SAMR1 mice. On the other hand, enhanced plasma levels of this hormone were 
also observed but without changes in glycemia (Table 2). So, according to our results, 
the decrease in pancreatic insulin content observed in old SAMP8 mice was surely still 
preceding the appearance of hyperglycemia. In addition, levels of plasma insulin were 
elevated in both old SAMP8 and SAMR1 mice. Furthermore, HOMA-IR index was 
calculated and in old SAMP8 and SAMR1 mice was found to be elevated as compared 
with young animals. So, we considered that animals were in an initial insulin resistance 
state. Two different approaches have been considered in order to solve the insulin 
resistance problem. In SAMR1 mice, when tissues become less sensitive and more 
resistant to insulin, pancreas did increase insulin secretion (and therefore its level) to 
maintain normal glucose levels, but HOMA-IR index didn’t change in this animals. In 
SAMP8 mice the insulin content of pancreas decreased with aging, due to the fact that 
pancreas in these animals couldn’t secrete enough insulin, since beta cell in these 
animals were already damaged due to the aging process. Furthermore, an increase in 
plasma insulin levels with aging was observed in these animals. Glucose levels did not 
change between young and old animals, due to the increased plasma levels of insulin 
plasma levels of insulin but also to the increase in GLUT-2 expression in these animals 
(Figure 6). People suffering type 2 diabetes mellitus, normally experience 
normoglicemic hyperinsulinism for many years before hyperglycaemia and clinical 
characteristics occurs [33,34]. However, if insulin resistance worsens, plasma insulin 
levels are finally reduced and glucose levels should begin to rise. These are then two of 
the major symptom of an established type 2 diabetes mellitus.  
Islets of Langerhans are heterogeneous cell aggregates containing β-, α-, δ-, and PP 
cells, which secrete insulin, glucagon, somatostatin (SST), and pancreatic polypeptide, 
respectively. The different cell types within the islet are affected by changes in 
extracellular glucose concentrations. Thus, elevations in circulating glucose should 
stimulate insulin secretion from β-cells and somatostatin secretion from δ-cells [35]. 
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Our results showed that insulin and somatostatin mRNA expression seem to behave in 
the same way and no differences were observed between young and old animals. These 
results showed correlation with plasma glucose levels. Other pancreatic hormones were 
also analyzed in these mice. The mRNA expression of glucagon was increased in old 
SAMP8 and SAMR1 mice (p<0.05). Other studies have found that type 2 diabetes is 
characterised not only by problems with β-cell function and mass, but also by a relative 
increase of α-cells, resulting in a relative hyperglucagonemia due to a certain type of α-
cell dysfunction [36,37,38], that these mice could also display.  
Cuesta et al. [26] showed that the proliferative genes PCNA and Sei 1 did not change 
with aging in SAMP8 old mice, but Pdx-1 expression was lower in aged mice. 
Pancreatic and duodenal homebox-1 (Pdx-1) is a transcription factor necessary for 
pancreatic development and β-cell maturation. In our results, mRNA expression of Pdx-
1 was lowered in old SAMP8 mice. The reduced Pdx-1 expression has been shown to 
accompany the development of full blown diabetes, in complex genetic or 
environmentally related animal models of the disease, showing a correlation between 
low Pdx-1 levels and β cell failure [39,40, 41].  
FOXO factors are associated with a wide range of biological processes, including cell 
cycle arrest, apoptosis, DNA repair, glucose metabolism, anti-oxidative stress and 
longevity [42,43]. mRNA expression of FoxO1 and FoxO3A were measured showing a 
decrease with aging in SAMP8 mice.  
SIRT1 is a known regulator of hepatic gluconeogenesis; it deacetylates peroxisome 
proliferator-activated receptor γ (PPARγ)-coactivator1α (PGC1-α), thereby increasing 
liver gluconeogenic gene transcription and repressing glycolytic gene expression. 
Furthermore, SIRT1 has been shown to bind and to deacetylate FOXO proteins [44, 45–
46) and, in our results, mRNA expression of SIRT1 was also decreased with aging in 
SAMP8 mice. SIRT1 effects on FOXO activities vary depending on FOXO target 
genes. The consensus that emerges from these studies is that SIRT1 may play a crucial 
role in tilting the balance of FOXO functions away from cell death and more towards 
resistance to stress [47]. 
Pineal melatonin biosynthesis declines with aging. Nocturnal plasma melatonin levels 
are significantly decreased already by middle-age and this reduction has been 
hypothesized to be associated with a variety of age related physiological changes [50]. 
Melatonin levels tend to decrease significantly by middle age and then continue to 
decline throughout old age [51,52], intra abdominal adiposity, plasma insulin and 
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plasma leptin levels tend to increase at the same time [53,54] due to the development of 
insulin resistance, leading to diabetes, dyslipidemia and cardiovascular diseases [53]. 
Reports indicate that factors that increase oxidative stress like hyperglycemia, increased 
free-fatty acids and adipokines contribute to insulin resistance [48,49]. No significant 
differences with age were observed in these mice in plasma free fatty acids levels.   
Both humans [55] and rodents seem to have a relationship between circulating 
melatonin and the regulation of carbohydrate metabolism [56,57]. Pinealectomy 
induced diminished glucose tolerance, insulin resistance, decreased hepatic and 
muscular glycogenesis and an increase in blood pyruvate concentration in rats [58]. On 
the other hand, it has been shown that melatonin was able to reduce insulin secretion 
under several experimental conditions [57, 59, 60]. However, the action of melatonin in 
the process of glucose-induced insulin secretion has not been well understood. In these 
mice, treatment with melatonin was able to decrease mRNA expression of insulin. 
However insulin content in pancreas was increased and plasma levels of this hormone 
were decreased in old male SAMP8 mice. Glucemic level was decreased with melatonin 
treatment and HOMA-IR showed a significant reduction in treated animals, with a clear 
cut dose-response effect. This seems to indicate that melatonin is able to ameliorate 
glucose homeostasis. 
The absence of a pancreatic insulin increase with age in animals was probably due to a 
certain damage of its beta cells. Treatment with melatonin induced an increase in 
pancreatic insulin content, reaching values similar to those found in young mice and due 
to this increase, plasma glucose levels were reduced. On the other hand, melatonin 
treatment was also able to decrease plasma insulin levels since in these animals, 
melatonin was able to decrease peripheral insulin resistance or increase insulin 
sensivity. Furthermore treatment with melatonin was able to decrease HOMA-IR in a 
dose-response manner. Similarly, due to the glucemic decrease, glucose sensor GLUT-2 
expression was also decreased.  
Other pancreatic hormones like somatostatin and glucagon, showed also a decrease with 
melatonin treatment. So, in these mice, melatonin treatment was able to restore a 
previous situation of “hyperglucagonemia” and to reduce mRNA expression of 
somatostatin, decreasing the levels of insulin in plasma and increasing pancreatic 
content of this hormone. 
Pancreas development is the result of an orchestrated series of events. Pancreatic and 
duodenal homeobox factor-1 (Pdx-1) is a transcription factor that plays an important 
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role in the endocrine pancreas [61] and is present in all endocrine pancreatic cells during 
embryonic development. However, its expression is largely restricted to beta cells in the 
adult pancreas [62]. In our results mRNA expression of Pdx-1 has been found to be 
elevated with 10 mg of melatonin. As we mentioned above, reduced Pdx-1 expression 
accompanies the development of a full blown diabetes, in specific animal models of the 
disease, showing an evident correlation between low Pdx-1 levels and β cell failure 
[63]. Melatonin treatment was able to increase the expression of this factor.  Pdx-1 is 
regulated in part by the forkhead transcription factor, FoxO1, the most abundant 
forkhead transcription factor in pancreatic beta cells [64]. The maintenance of enough 
beta cell mass and function is critical for glucose homeostasis. Beta cell mass can be 
affected by changes in cell size, proliferation, neogenesis or apoptosis. In previous 
studies of our group, melatonin was found to be able to decrease the age-dependent 
oxidative stress, inflammation and apoptosis in pancreas [65]. In our actual results, an 
increase in mRNA expression of FoxO factors and SIRT 1 on old SAMP8 mice in a 
dose dependent manner has been found. FoxO factors could mediate a protective effect 
by promoting the expression of genes involved in fighting oxidative stress.. SIRT1 is a 
selective activator of FoxO signalling but simultaneously also an inhibitor of the NF-kB 
pathway [67,68]. This type of regulation can enhance the FoxO-dependent longevity 
associated functions, while inhibiting NF-kB dependent pro-aging processes. The 
increase of these genes could help to preserve beta cell function also under conditions of 
enhanced oxidative stress, such as in insulin-resistant states [66] 
According to our results, aging of the pancreas in SAMP8 mice was associated with 
alterations in insulin secretion, pancreas differentiation and glucose homeostasis. 
Melatonin, at two different doses, was able to improve the age related pancreatic 
damage, restoring insulin levels, differentiation and glucose metabolism. SAMR1 were 
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Fig 1. Effect of aging and melatonin administration on mRNA expression of (a) 
Glucagon and (b) GLUT2 in pancreas from male SAMP8 and SAMR1 mice. N=8 
animals per group. 
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Fig 2. Effect of aging and melatonin administration on mRNA expression of (a) Insulin 







Fig 3. Effect of aging and melatonin administration on mRNA expression of (a) FoxO1, 
(b) FoxO 3A and (c) Sirtuin 1 in pancreas from male SAMP8 and SAMR1 mice. N=8 







Fig 4. Effect of aging and melatonin administration on mRNA expression of (a) Sei1 









Fig 5. Effect of aging and melatonin administration on levels of free fatty acids in 
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Fig 6.  Diagram of two different approaches considered in order to solve the insulin 
resistance problem in the two different strains of mice.  
 
 
